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RÉSUMÉ 
L'accumulation d'acides gras dans le foie est appelée stéatose hépatique. Les deux 
principa les formes sont la stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD) et la stéatose 
hépatique alcooliqu e (AFLD). Ces deux formes indui sent des dommages au nivea u 
des cellules hépatiques menant à une progression de la maladie et à des pathologies 
plu s agress ives et chroniques te ll es qu e la stéatohépatite, l'insuffi sance hépatiqu e, 
mais auss i la cirrhose irréversible et le carcinome hépatocellulaire (1-l CC). La 
NAFLD a in si qu e l' AFLD sont réversibles à des stades précoces . Cependant, aucun 
tra itement n' existe pour les formes plus a gres si v es. 
La stéaroy i-CoA désaturasel (SCD l), est une enzyme clé dans la lipogenèse de novo. 
Elle joue un rôle central dans la bi osynthèse des ac ides gras mono-insaturés à partir 
des acides gras saturés, en catalysa nt la désaturation en position 119. Ces acides gras 
insaturés so nt les acides gras principalement utili sés pour la formation des 
triglycérides (TG). Des études précédentes ont montré qu e les sour is SCD 1 
défi cientes (SCDl KO) sont rés istantes à l'obésité et à l' installati on d' une stéatose 
hépatiqu e associée suggérant un rôle cl é de SCDl dans le stockage des lipides au 
niveau du fo ie. 
Les trava ux présentés dans cette thèse ont permi s de caractéri se r les méca ni smes 
molécul aires impliquant SCDJ dans le stockage hépatique des lipides et 
corola irement de montrer que la défi cience hépatique en SCDl induit une résistance à 
l' in sta ll ati on de la stéatose hépatique. 
Dans la premi ère étude, nous avo ns montré que l' inhibition de l'express ion et de 
l'activité de SCDl induit une diminution de l'expression et surtout de la maturati on 
du facteur de transcription Sterol Re.sp onse Element Binding Protein-1 (S REBP-1 ). 
L'ajout d'acide oléique (OA), l' un des principaux produit s de SCDl , restaure cette 
maturation. De plu s, nous avons montré qu e I'OA sera it essenti el pour la 
tra nsloca tion de SREBP-1 dans le noyau de la cellule et donc pour l' acti vati on 
transcripti onnel le des gènes li pogéniqu es. 
Dans une deuxième étude, nous avo ns caractéri sé le rôle hépatique de la Sei pine, une 
proté ine do nt l' absence induit l' in sta ll ation de la lipodystrophie congéni ta le de 
Berardinelli Seip (BSCL2) et une stéatose hépatique majeure associ ée à une forte 
acti vat ion de SCDl. Nos résul tats montrent que la Seipine jouerait un rôle important 
XXXII 
dans la stabili sation et la formati on des gouttelettes lipidiques (GL) dans le foie. 
Au ssi, nous avo ns montré qu e l' inhibiti on de l'expression de SCD 1 dans des 
hépatocytes défici entes en Seipine réverse le phénotype observé chez les malades 
BSCL2 menant à une diminuti on du nombres de GL et un e restauration de 
1' homéostasie hépatique du métaboli sme des 1 ipi des. 
Dans la troisième étude, nous avons étudi é l'effet de l'inhibitio n de l'expression de 
SCD 1 sur la progression et le développement de la stéatose hépatiq ue a lcoo lique. 
Nous avo ns montré que des souris SCD 1 déficien tes sont résistantes à l' insta llati on 
d' une stéatose hépatique alcoo liqu e contra irement aux souri s sauvages. Suite à un e 
consommati on d'éthanol (EtOH), les souri s SCDl défic ientes présentaient une 
accumulati on de gras hépatique pratiquement inexistante ca ractéri sée par une 
lipogenèse de nova normale et une ~-oxydati o n élevée contrairement à ce qui est 
observé chez les souri s sauvages. De plu s, les souri s SCD l défi cientes ayant 
consommé de I'EtOH ne présenta ient pas dïnnammati on hépati que caractéri stiqu e de 
la stéatose alcoo lique. Enfin , nous avons montré qu e l' ut ili sation en culture cellula ire 
d'un inhibiteur de SC D 1 donne des résul ta ts similaires à ceux obtenu s ch ez les souri s 
SCDI défici entes suggérant que SCDl pourra it être une cibl e pour le traitement de 
I'AFLD . 
En conclu sion, nos tra va ux montrent pour la premi ère fois qu e la modulati on de la 
lipogenèse serait dépendante du contenu hépati que en OA et qu e la modulation de 
l' express ion de SCDl constitu era it une vo ie thérapeutiqu e très prometteuse pour les 
personnes atteintes de formes vari ées de stéatose hépatiqu e. 
Mots clés : Foie, Stéatose hépatique, NAFLD , AFLD, acide ol éique, SREB P-1, 
lipodystrophie, Seipine, Cibl e thérapeut ique. 
CHAPITRE! 
ÉTAT DES CONNAISSANCES 
1.1 Introduction 
Le mai nti en de l' homéostas ie métabolique est une co nditi on essenti ell e pour le 
maintien d ' une v ie saine. JI dépend princi pa lement de l'équilibre entre les ca lori es 
ingérées par l' a limentation et les calori es dépensées pour les besoins des différentes 
ce ll ules. Le débalancement de l' homéostasie est à l' or igi ne de plusieurs troubles 
métaboliques indui sant l' instal lation de plusieurs maladies telles que l'obésité, la 
stéatose hépatique, le diabète de type 2 et les maladies card iovascu lai res (So linas, 
Boren et Dulloo, 20 15). 
Les acides gras (AG) intracellul a ires proviennent principalement de l'alimentation 
mais ils peuvent aussi être synthét isés de novo à partir de l' Acéty i-CoA et du 
Malony l-CoA produits par le catabo li sme de différents substrats. Ces AG ingérés ou 
produits, sont principalement stockés dans le tissus ad ipeux et notam ment dans les 
ad ipocytes sous forme de triglycérides (TG) (Solinas, Boren et Dulloo, 20 15). Les 
TG sont des composés stables chimiquement et constituent une rése rve importante 
d'énerg ie pour les cellul es. Les adipocytes ont la capacité de stocker une grande 
quantité de TG dan s une orga ne lle intracellulaire appelée la gouttelette lipidique 
(GL). 
Dans certaines conditions, les AG peu vent être stockés dans cl ' autres orga nes, 
in dui sant rapidement l' installation de nombreuses maladies métabo liques. Un des 
principaux orga nes capable de stocker une grande quantité de TG est le foie induisant 
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de ce fa it le dével oppeme nt de la stéatose hépatiqu e (Unger, 2003 ; Unger et al. , 
201 0) . Chez l' humain, la lipogenèse de nova (DNL), contribu e gra ndement à ce 
stockage ecto pique dan s le fo ie dans le cas d ' un excès ca loriqu e (Ameer et al. , 201 4; 
Jaco me-Sosa et Parks, 20 14). Une des enzymes c lés de la DNL est SC DI. Cette 
enzy me joue un rôle c lé da ns la biosynthèse des AG mono-insaturés, en ca ta lysant la 
désaturati on en position /19 des AG saturés. Ces AG insaturés sont ceux 
pri nc ipa lement utili sés dans la fo rmation des TG (Ameer et al. , 201 4) . D e plu s, des 
études ont montré que les souri s SCD 1 défi c ientes sont rés istantes au développement 
de la stéatose hépatiqu e in duite pa r une di ète obésogène suggérant un rô le centra l de 
SCD1 da ns le stockage hépatiqu e des lipides (Miyazaki , Do brzyn, Sampath, et al. , 
2004 ; M iyaza ki et al. , 2007) . 
Dans un premi er temps, nous présenterons le métabo li sme des li pides et la fo rmat ion 
des GLs. E n deuxième li eu, nous ferons un e descript io n déta illée du rô le de SCDl 
dans le méta boli sme des lipides principa lement au nivea u hépatique. Nous 
termin erons par un e p résentat io n des d ifférentes for mes de stéa tose hépatiqu e, des 
méca ni smes molécul a ires impliqu és dans so n in sta llat ion et des di fférents modè les 
animaux ut ili sés pour so n étude. 
1.2 Métabolisme des lipides 
1.2.1 La lipogenèse de novo 
La li pogenèse se déroul e essenti e ll ement dans le fo ie, le ti ssu adipeux, l'intest in et la 
g lande mammaire (Vern on, Ba rber et T ravers, 1999) . Cependant, la sy nthèse des 
lip ides qui se fa it à pa rti r de substrats te ls qu e le g lu cose, les acides a min és ou 
d'autres acides gras est a ppelée la li poge nèse de nova (DNL) . Cette voie se dérou le 
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principalement dans le foie chez l 'homme et le poulet (Lefevre et al., 1999), et dans 
le foie et le tissu adipeux chez les rongeurs (Sampath et Ntambi, 2006). Après leur 
production, les AG libres néoformés sont estérifiés pour former les TG (transportés 
sous forme de VLDL) et les phospholipides (PL) (Schwarz et al., 2003) . 
Figure 1.1. La lipogenèse de novo. Cette figure présente les mécanismes 
moléculaires de la lipogenèse de nova. Il a été montré que l' insuline et le glucose sont 
les deux principaux stimulateurs de la lipogenèse de nova. L ' insuline active la voie 
PBK/Akt/mTOR induisant le clivage et l'activation de SREBP-1 c alors que le 
glucose sert de précurseur lipogénique et active les facteurs de transcription ChREBP 
et LXR (Lounis et al. , 2015) . 
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Dans des conditions favorisant la synthèse des AG (en présence d' insuline et/ou de 
glucose), le glucose sanguin pénètre dans les hépatocytes via GLUT 2 et 4 
(transporteur de glucose) pour former du pyruvate par la glycolyse. Le pyruvate ainsi 
formé est converti en acétyl-CoA par l'ATP-citrate lyase (ACLY) (Ameer et al. , 
2014) puis converti en malonyl-CoA par l'acétyl-CoA Carboxylase (ACC). Par la 
suite, la FAS permet la synthèse de palmitate (C 16 :0) à partir de malonyl-CoA et 
d'acétyl-CoA (Strable et Ntambi, 2010) . Le palmitate sera par la suite modifié par 
élongation, désaturation ou par estérification (Figure.l.l) (Lounis et al., 2015) . 
L'élongation est effectuée par des élongases principalement par l'enzyme ELOVL6 
(Strable et Ntambi, 2010) . Les substrats d'ELOVL6 sont les AG saturés et mono-
insaturés provenant de la lipogenèse de nova ou de la diète (Matsuzaka et Shimano, 
2011 ; Moon et al., 2014). Les AG saturés synthétisés par les élongases ou apportés 
par l'alimentation sont désaturés par l'enzyme SCD 1 en position delta-9 pour former 
des AG mono-insaturés (Oléate: Cl8 :1 et palmitoléate Cl6 :1) qui sont 
préférentiellement utilisés pour la formation des phospholipides, des esters de 
cholestérol et des TG (Mauvoisin et Mounier, 2011 ; Strable etNtambi, 2010). 
La lipogenèse de nova est régulée principalement au niveau transcriptionnel. En effet, 
plusieurs facteurs de transcription sont impliqués dans la régulation de 1' expression 
des gènes lipogéniques comme UCR-a, sterol regulatory element-binding protein 1 c 
(SREBP-lc), ChREBP et famesoid X receptor (FxR) (Berlanga et al., 2014) 
(Figure.1.2). 
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~ FAs/TGs 
Figure 1.2. Régulation transcl"iptionnelle de la lipogenèse de novo et de la 
glycolyse. 
Le g lucose ainsi que la voie de signali sati on de l' in suline régul ent la conversion du 
glucose en AG par l' interméd iaire de la DNL en indui sa nt l" express ion des gènes 
glycolytiques et lipogéniques. L' insuline active l' expression du facteu r de 
transcription SREBP-lc indui sant l expression des gènes lipogéniques (SCDl , FAS, 
ACC). ChREBP active quant à lui les gènes lipogéniques (ACC, SCD I, FAS) ai nsi 
que les gènes glyco lytiques (G6PC, GCKR). De plu s, le ChREBP est aussi une cib le 
directe des LXRs. Il modifie aussi le ratio AGMIIAGS en faveur des AGMI en 
sti mulant l' activité de SCD J. Enfin, l' activatio n hépatique de FxR inhibe la synthèse 
des AG et des TG en inhibant l' activat ion de SREBP-1 c et LXR a et induisant 
l' express ion de PP ARa act iva nt ai nsi la ~-oxydat i on des AG (Berlanga et al., 2014). 
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1.2.1.1 LXRs 
Les LXRs sont une fà mill e de facteurs de tran scripti on nucléaires qui se lient à des 
récepteurs nuc léa ires comme les PPAR s, le FxR et le RXR (Retino id X receptor) 
(Bara nowsk i, 2008) . Il existe deux isofo mes de LX Rs no mm és a et ~ · LX Ra est 
exprimé princ ipa lement da ns les hépatocytes, les adipocytes et les cellules intestina les 
alors qu e l' isoforme ~ est ubiquita ire. La fo ncti on maj eure de LXR a dans le foie est 
de stimu ler la lipogenèse de nova vi a l' activati on de SR EBP-1 c, FAS et SCD1 (Repa 
et al. , 2000 ·Schultz et al., 2000). 
1.2.1.2 SREBP-1c 
Les SREBPs sont une fa mill e de fac teurs de tra n crip t ion. Les SREBP sont des 
proté ines membranaires (précurseur 125KD) du réti culum endo plasmique ( RE). Afin 
d ' être act ivés, ces facteurs de tra nscript ion sont cli vés pa r des enzy mes protéo lytiques 
indui sa nt l'accumul ati o n de S REBP dans le noya u. Il existe di fférentes isoform es de 
SREBP, SREB P-1 cet SREB P-2 qui so nt ex primés dans le fo ie et l' isoforme SR EBP-
1 a qui est exprimé à de très fa ibl es qu anti tés dans le fo ie , à la fo is chez la so uri s, le rat 
et l' huma in (Hi gas hida etaL. , 199 1) . 
SREBP- l c qui est lï soforme maj orita ire du fo ie régul e préférenti e llement la 
transcripti on des gènes lipogéni ques (FAS , ACC, SCDI et SRE B F lui-même) a lors 
que SREB P-2 régule les gè nes im pliqués dans la sy nthèse et le métaboli sme du 
cholestéro l. SR EBP-1 a ma lgré son fai bl e n ivea u d·expression a u ni veau hépatiqu e 
act ive les gènes lipogéniqu es et du c ho lestérol (S himo mura et al. , 1997). 
,------------------ --- -- - --- --- --- ---------------
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1.2.1.3 ChREBP 
SREBP-1 c est considéré co mme un médiateur majeu r de l'action de lïnsul ine sur les 
gènes lipogé niques. Cependant, L'activité de SREBP- Ic seul e n'est pas suffisante 
pour stimul er l'expression des gènes glyco lytiques et lipogéniques (Denechaud et al., 
2008 ; Foufelle et Ferre, 2002). Des études ont montré que ChR EBP joue aussi un 
rôle important dans l' induct ion de l'expression des gènes g lyco lytiq ues par Je g lucose 
et agit en synergie avec SREBP-lc pour stimuler les gènes lipogéniqu es (Dentin et 
al., 2004; Tshii et al., 2004; Ma, Tsatsos et Towle, 2005). De plus, il a été démontré 
que le ChREBP est une cible directe des LX.Rs qui so nt des régulateurs de la voie de 
la lipogenèse de novo via l'activation de la tra nscr ipti on des gènes 1ipogéniques 
(ACC, FAS, SCD 1) (Cha et Repa , 2007; Chen, G. et al. , 2004; Joseph et al., 2002; 
Ulven etal., 2005). 
1.2.1.4 FxR 
Fx.R est une fam ill e de récepteurs nucléaires et de récepteurs de l' acide biliaire. 
L'activation de FxR module le métabolisme énergétiq ue. En effet, so n activati on 
réduit le taux de TG en réduisant la synthèse des AG dans le fo ie via une inhibition 
de l'expression de SREBP- Ic et LXR (Yang, Z. X., Shen et Sun, 2010), en 
augmentant l'expression de PPAR- a qui lui-même active le catabol isme des AG via 
la ~-oxydation et en augmentant Je relargage des TG (Berl anga et al., 20 14). 
1.2.2 La P-oxydation 
La ~-oxydation des ac id es gra s se déroule dans la mitochondrie, le peroxysome et 
dans le RE. Ell e faci lite la dégradation des AG act ivés en ·acéty l-CoA. Les AG sont 
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activés par l'acy i-CoA sy nthétase en acy l-CoA dan s le cyto pl as me permettant a in si 
aux AG de traverser les membranes et d'entrer dans les organell es. Les AG à coLnte 
et moyenne cha ines traversent les mi tochond ri es sa ns activat ion v ia l'acy l-CoA 
synthétase. Pa r co ntre, les AG à lo ngues cha ines traversent les mitocho ndri es par 
l' intermédiaire de la CPT ! . Le fac teur de tra nscr ipti on PPAR-a et l' insul ine so nt les 
principaux régu lateurs de la ~-oxydation (Figure.1.3) (Ber langa etal., 2014) . 
1.2.2.1 PP AR-a 
PP AR-a est un régulateur et activateur central de la ~-oxyda t i o n des aci des gra s dans 
les mitoch ondri es et les peroxyso mes (Kers ten et al. , 1999) . PPAR-a est fortement 
exprimé dans les hé patocytes surtout en état de j eû ne. Cependa nt, un jeOne prolongé 
induit l' in sta ll at ion d ' une stéatose hépat ique, une hypoglycém ie, une hy pocétonémie 
et un e hypothermie (Kersten el al. 1999). PPAR-a est un e tàm ill e de récepteurs 
nucléai res qui so nt act ivés par certains acides gras à lo ngue cha ines et de 
phosphatidy lcho line (Chakravarthy et al. , 2009). Les produits de la FAS so nt connus 
pour leu r capac ité à se li er directement à PPAR-a (C hakrava tthy el al., 2009 ; 
Chakravarthy et al., 2005). E n effet, le tra itement de souri s déficientes en FAS 
spécifiquement a u niveau du foi e et nourri es avec un e diéte dépourvue d ' ac ides gras 
et riche en carbo hydra tes, avec un agoniste de PPAR-a corrige la stéatose hépatique 
et l' hypoglycémi e observées chez ces souris (C hakravarthy et al., 2005) . 
Plusieurs coactivateurs de PP AR-a ont été ident ifiés comme act ivateurs de la ~ ­
oxydation dans le fo ie. PGC-1 a est le principa l coactivateur de PP AR-a activant l a~­
oxydation (Vega, Huss et Ke ll y, 2000). En état de jeOne, SIR T l désacéty le PGC- 1 a 
au gmentant a in si so n act ivité (Rodgers el a l. , 2005). De plus, Sl RT l in téragit 
physiquement avec PPA R-a augmentant a in si son activité transcriptionnel le dans le 
foie (Purushotham el al., 2009). Enfin , la lipinl dont l'expression est augmentée en 
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état de j eû ne dans le foie a elle auss i la capac ité de se li er à PPAR-a et PGC-1a dans 
le noyau indui sant l' activati on de la P-oxydation (F in ck et al., 2006). À l' opposé, 
après un repas, l' insuline stimule la phosphorylation d' AKT et de mTORC1 indui sa nt 
une stimulation de la phosphorylation de PGC-1a indui sant son incapac ité à sti muler 
la P-oxydation (Li , X. et al., 2007; Sen gupta et al. , 20 l 0). 
1.2.2.2 CPTl 
Mitochondrial carnit ine palmitoyl transferasel (CPT l ), est une enzyme 
mitochondriale régulatrice qui transfert les AG du cytoplasme vers la mitochondrie 
où ils entrent dans la voie de la P-oxydation (Berlanga et al., 2014). CPT l est 
principalement inhibé par la malonyl-CoA, le produit de ACC, qui se lie à la partie 
cytosolique de CPT !. Chez les mammifères, il existe trois isoformes de CPT I qui 
son t codés par trois gènes diftërents. L' isofonne CPT la est exprimé au niveau du 
foie, CPT lB au niveau des cellu les mu sculaires et l' isoforme CPT Je est exprimé dans 
le cerveau et les testicules (Schreurs, Kuipers et van der Le ij , 201 0). L' in su line et 
l' hormone thyroïdienne régulent la sensibilité de CPT1 a dans le foie. Cependa nt, la 
CPT 1 ~ n'est pas affectée (Schreurs, Kuipers et van der Leij, 2010). Il a été montré 
que le taux de malonyi-CoA est inversement corrélé au taux de ~-oxydation des 
acides gras (Lopaschuk etal., 2010). En effet, des études sur des souris déficientes en 
ACC2 suggèrent l'existence de deux pools de malonyl-CoA produit par ACC I (pour 
la DNL) et un pool cytosolique de malonyi-CoA produit par ACC2 impliqué dans la 
régulatio n de CPT1 et dans la B-oxydation (Schreu rs, Kuipers et van der Leij , 20 1 0) 
IO 
lncr<!aS<>d 
FA oxldatlon 
Excess energy 
lncreased triglyceride synthesis 
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Figut·e 1.3 . La 13-o:x.')'dation. Dan s le foie , l'oxydati on rnitochondriale, perox isomale 
et mi croso ma le est régul é par PPAR-a . L'augmentati on de l'expression de PPAR-a 
induit un e diminution du stockage des AG (Berl anga et al., 201 4). 
1.2.2.3 AMPK 
L' AMP-activated protein kinase (AMPK) est un régul ateur important de plu sieurs 
vo ies de signa li sa ti on impl iq ué da ns l'énerg ie systémiqu e et cellula ire. En effet, 
l' AMP K joue un rôle de senseur énergétique dans la majorité des ce llules et organes 
en inhi bant les vo ies anaboliques et stimulant les vo ies cataboliques en réponse à une 
défici ence en énergie (Vi oll et et al., 2009) . En effet, l' AMPK phosphoryle plusieurs 
proté ines impli quées dans la lipogenèse de nova indui sant a insi leur désactivation 
menant à une diminut ion de la synthèse des acides gras. Le 3-h ydroxy-3-
methy lglutary l-coenzy rne A red uctase (HMG-CoA reductase) et l'acety l CoA 
carboxy lase (ACC) so nt les deux princ ipa ll es protéines im pliqu ées dans la synthèse 
du cho lestérol et des li pides et qui sont directe ment désactivées par l' AMPK(Corton, 
Gill espie et Ha rdie, 1994 ; Henin et al., 1995). De plu s, des étud es ont montré que 
l'augmentati on de la phosphorylati on de l' AMPK réd uit l'expression de SR EBP-1 cet 
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de ChR EBP indui sant une diminution de la lipogenèse de novo (V ioll et et al., 2009). 
À l 'opposé, l' augmentation de l' activité de l' AMPK induit un e désact ivation de ACC 
indui sant une diminuti on du taux cellulaire de malonyl-CoA. La diminution du taux 
de malonyi-CoA diminue l" activ ité de CPT I indui sant a in si un e diminution de la ~­
oxydation (Vio ll et el al. , 2009). 
1.2.3 La captation des acides gras 
Depuis des années, il existe une controver e concernan t le méca ni sme de la captation 
des acides g ra s à l' intérieur des cellules. En effet, certaines études penchent vers un 
transport faci lité des acides gra s a lors qu e d ' autres penchent vers un rôle important 
des transporteurs membra na ires (Su et Abumrad, 2009). Cependant, les rés ultats des 
études appuient de plu s en plu s l'existence des deux méthodes de transports et 
pensent qu e le transport au moyen des transporteurs membra naires serait le moyen 
dominant pour la captation des acides gras à travers les ce llul es (G latz, 2014). Une 
des sources principales des AG hépatiques est le recrutement des AGL à partir du 
11ux sangui n. La captation des AG à travers le foie co ntribu e à l' équi libre de la 
concentration des TG hépatiques. La captat ion des AG dépend de la concentration 
sanguine des AG, de la capacité des hépatocytes à les capter et aussi de l' activité et 
du niveau d'express ion des protéines imp liqu ées comme la FATP et la translocase 
des ac ides gras (CD36) (Berlanga el al. , 20 14). 
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1.2.3.1 FAT/CD36 
Les acid es gras so nt captés dans le foie pass ivement ou par l' interm édia ire d ' une 
proté ine de tra nsport do nt la plus importante est la tra nslocase des AG (F AT/CD3 6). 
FAT/CD36 est ex primé dans plusieurs ce ll ul es te ll es qu e les macrophages, les 
adipocytes, les myocytes et les entérocytes (Berla nga et al. , 20 14) . Cette proté in e 
transmembra na ire j oue un rô le important e n fac ilitant la captati on des acides· gras et le 
transport in trace llu la ire des AG. L' insul ine, la contract ion mu scula ire a insi qu e le 
facteur de tra nscripti on FOXO 1 indui sent la tra nslocati on de FAT/CD36 au nivea u de 
la membra ne pl as mique augmentant a insi la captatio n des AG (Berlan ga et al. , 20 14). 
CD36 est régu lé trancriptio nne ll ement pa r plu sieurs facteurs de transcripti o ns comm e 
pregnane X receptor (PXR), peroxiso me pro li ferator-acti vated receptor (PP AR-y) and 
liver X receptor (LXR) (He et al. , 2011 ). 
1.3 La format ion des gouttel ettes lipidiques 
Les goutte lettes lip id iques (GL) sont des orga ne ll es cytoplasmi ques dynamiq ues. 
Elles so nt présentes de fàço n ubi qui ta ire da ns les cellu les . Ell es sont fo rmées d ' un 
cœ ur li p id ique conte nant principa lement des TG et des esters de stéro ls, e t d ' une 
monocouche phospho lipidiqu e contenant di verses proté ines de surface (Figure.1.4) 
(Walther et Fa rese, 201 2) . Les GL ont été identi fiées par mi crosco pie é lectron iqu e 
dès le XJXémc siècle. E ll es ont été co nsidérées durant des a nnées co mme étan t un 
globu le li pidiqu e inerte avec peu de fonctions pertinentes. En 199 1, Constantin e 
Londos et ces co lla borateurs, o nt identifi é un e proté ine, la perilipin e, loca lisée 
spécifiq ue ment sur la membrane des GL, ce qui a ouvert la vo ie à l' étude des 
mécani smes dyna miqu es de cet orga ne ll e (B ianchette-Mackie et al. , 1995). 
---------------- ------------------------------------, 
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Figure 1.4. Structure de la gouttelette lipidique. a) Représentation schématique 
d'une gouttelette lipidique (GL). b) Visualisation des GL par microscopie à 
fluorescence. c) Visualisation des GLs par microscopie électronique (Walther et 
Farese, 2012). 
Par la suite de nombreuses protéines faisant partie de la famille des perilipines ont été 
identifiées, incluant la perilipine 1, la perilipine 2 (ADRP, adipohiline), la perilipine 3 
(TIP47, PP17), la perillipine4 (S3-12) et la perilipine5 (OXPAT/MLDP). Les 
perilipines 1 et 2 sont localisées exclusivement sur les GL alors que la 3 et la 5 sont 
recrutées du cytosol pour stabiliser les GL naissantes (Bickel, Tansey et Welte, 2009 ; 
Straub et al. , 2008). Des protéines membranaires de transport cellulaire ont aussi été 
localisées sur les GL telles que les protéines Rab spécialement Rab 18 , les cavéolines 
et les protéines COP (Walther et Farese, 2012). 
Toutes les cellules ont des GL ou ont la capacité de les former (Walther et Farese, 
2012). Par contre, on trouve un nombre élevé de GL dans les adipocytes et les 
,------------ -- --- -
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bépatocytes. La taille des GL diffère considérablement d'un type de cellule à un 
autre. La plupart des cellules ont des GL de petite taille (1 00nm-200nm de diamètre), 
par contre dans le tissu adipeux blanc le diamètre peut atteindre 1 OOJ..lfl1 et couvrir la 
totalité du cytoplasme (Walther et Farese, 2012). Les GL sont juxtaposées au 
réticulum endoplasmique (RE) , aux mitochondries et aux peroxysomes aussi bien 
dans les adipocytes que dans les autres types de cellules. Cette localisation 
expliquerait probablement le transport actif entre les GL et ces organelles (Walther et 
Farese, 20 12) . 
Upld droplet formiUon 
PC loba 
œ expansiO!l 
\ 
.ptd œopRt fuston / 
Figure 1.5. Modèles de formation et expansion des GLs. Lors de leur formation, 
les GL sont soit attachées ou détachées du RE. Les enzymes impliquées dans la 
synthèse des AG neutres, ACAT ou DGAT catalys nt lB formMion des lipides qui 
seront incorporés dans la GL. L ' expansion des GL se fait soit par synthèse locale de 
TG dans la GL soit par fusion de GL (Walther et Farese, 2012) DAG : 
Diacylglycérol; TG : Triglycérides; PC : Phospholipides; FA-CoA; FA-CoA : Acyl-
CoA; ER : Réticulum endoplasmique. 
,------------------------------------------------ -------
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Dans les cellul es des mammifères, les enzymes qui catal ysent la derni ère étape de la 
synth èse des TG et des esters de stéro l so nt loca li sées sur la membrane de R E à savo ir 
la diacyglycerol acy l-CoA acyltransféra se (DGAT) et la cho lestérol acy i-CoA 
acy ltransferase (ACAT) (Cha ng et al., 2009 ; Smith et al. , 2000 ; Sto ne, Lev in et 
Fa rese, 2006) . Ces GL na issantes se formera ient et se dével oppera ient en inco rp ora nt 
les este rs de lipides sy nthéti sés dans le RE mai s cette associati on RE-GL s servira it 
auss i au flu x de lipides dans le sens co ntra ire c ' est à dire des GL au RE (Figure.l.S) 
(Wa lther et Fa rese, 201 2). 
1.4 Stress oxydatif, stress du ré ticulum endoplasmique 
1.4.1 Stress oxydatif 
L' oxydati on des ac ides gr as da ns les hépatocytes est la source majeure des dérivés 
réacti fs de l' oxygène (RO S) co mm e l'oxygène singulet, le peroxyde d'hydrogène et 
l' ani on superoxyde (An stee et Goldin . 2006) . Dans les conditi ons physio logiqu es 
norma les, la B-oxydatio n mitochondri a le est la vo ie principal e pour le métabo li sme 
des acides gras (R eddy et Hashimoto, 2001 ). En e ffet, dans les mitochondri es, la 
cha ine de tra nsport des é lectro ns di sperse la maj orité des é lectro ns libérés par la B-
oxydation. Cependant certa ins électrons forment des ani o ns superoxyde et d 'autres 
ROS en faib le qu antité . Quand il y'a un excès d ' acides gras dans les hépatocytes, la 
B-oxydat ion mitochondr ia le dev ient trop so llicitée ce qui nécessite l' utili sa ti on 
d 'autres vo ies a lternatives pour l' oxydati on des acides gras comme l' oxydati on 
peroxiso ma le et end oplasmiqu e (effectuée par les cytochromes P450-4A et P45 0-
2E 1 ). Dans des co ndi t ions patho logiques (stéatose hépatiqu e), ces vo ies mi neures 
ind ui sent un e augmentatio n des ta ux de ROS dans les hépatocytes . L ' augmentation 
de la production cellula ire des ROS ca use un stress oxydatif qui ind uit des do mmages 
cellula ires sur l' ADN nu cléa ire et mitochondria l, la destru cti on de la couche 
phospho lipidi que de la membrane suite à la peroxydati on des lipides et la libération 
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de cytokines pro-infl ammato ires (Browning et H01·ton, 2004 ; Pessay re et al., 2001 ). 
De plu s, le stress oxydatif est amplifi é à la suite de dommages mitochondri a ux induits 
pa r la perte du cytochrome C mena nt à l'a rrêt de la cha ine de tra nsport d ' électrons 
(McCla in, Mokshagunda m, et al. , 2004 ; Pessay re , Mansouri et Fro menty, 2002) . 
D ' autre pa rt, le stress oxydant est aussi due à une d iminut ion de la produ ction des 
substances détoxifi a ntes et des défenses ant ioxydantes (Scarpull a, 201 J ). En effet , 
une diminution de la produ ction de g lutha tio ne réduit (GS H) indi spensabl e pour la 
produ cti on de gluthatione peroxydase (G Px) a été observé chez les pati ents atteints de 
stéatose hépatique. En effet, le G Px est responsab le de la détox ifica tion des ce llul es 
des RO S (Ro lo, Teodoro et Pa lmeira , 20 12) . De plus, une diminu tion de la bi ogenèse 
des mitocho ndri es est observée chez des pati ents atteints de stéa tose. En effet, un e 
diminuti on de l' acti v ité de PGC -1 a, un régulateur de la biogenèse mitocho ndri a le est 
observée. La diminution de PGC-l a induit une diminuti on de la transcripti on des 
gè nes impliqu és dans la respirati on mitochondri a les en inhibant sa li a ison aux 
éléments de réponse nu c lear respi ra tory tà.ctor 1 et 2 (N RF -1 et N RF -2) a in si qu ' e n 
inhibant les facteurs de tra nscri ptions de l' ADN mitochondri a le comme mtDN A 
transcripti on fac tor A (TFAM), mi tochond ria l tra nscript ion facto r B 1, and 
mitocho ndrial tra nscri pti on factor B2. Enfi n PGC -1 a ré gu le aussi l' inducti on des 
défenses a nti oxyda ntes comme la superox id e di smu tase, la cata lase et la G Px (Rolo , 
Teodoro et Pa lm ei ra, 20 12). 
1.4.2 Stress du RE 
Le rét!cu! un! endo p!asmiq ue (RF) est un résell u de tubu les fi ns qui possède 
di ffé rentes fo nctio n ce llul a ires importan tes. En effet, le RE est l' organell e principa le 
impliquée da ns diverses voies sécréto ires (sécrétio n de calc ium, I-1 +, C l-, .. . ) dans 
toutes les ce llul es euca ryotes (Schroder et Ka ufman , 2005) . li est aussi impliqué dans 
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le repliement, la bi osy nthèse, la translocat io n et les mod ificatio ns post-
tradu cti onne ll es des protéines (glycosy la tion, fo rmatio n des po nts di sulfure et 
repli ement des proté in es par les proté ines cha perons) (Ha m pton, 2002 ; Zeeshan et 
al. , 201 6). En effet, avant leur di stributi on à leurs orga ne ll es cib les, les proté ines 
transmembra na ires et sécrétoires entrent da ns le RE pour le repl iement. Les protéines 
qui ne se replient pas proprement sont dégradées da ns le RE par le compl exe 
U biquitine-proteasome (Zeeshan et al., 2016) . Les protéines chaperonnes et les 
enzy mes trava ill ent ensemb le afin d 'év iter un e grand e charge de travail de 
dégradati on du RE et l'aggréga ti on des proté ines non repli ées (Araki et Nagata, 
20 I l ). L'augmenta tion du taux de protéine avec un dé"tà ut de repliement induit leur 
agrégation dans la lumière du R E provoqu e un stress du RE indui sa nt une 
détér ioration de l' ho méostasie cellula ire (Scri ven et al. 2007). Pour restaurer 
l' ho méostasie ce llu la ire a près un stress du RE, une réponse a daptative appelée 
unfo lded prote in response (U PR) est initi ée (Zeesha n et al., 2016). Cependant, 
lorsque le stress du RE est prolo ngé et sévère, l'UPR peux devenir cytotox ique p our 
les cell ul es (apoptose) . Il existe tro is vo ies principa les de I'U PR; la vo ie de l' inositol-
requiring enzy me 1 a. (!R El a.), la voie de la proté ine kinase RNA ( PKR) -Iike kinase 
(PERK), et la vo ie qui active le facteur de transcripti on 6 (acti vating tra nscript ion 
factor 6 (ATf6)) . Ces voies dé tectent les conditi o ns anorma les da ns la lumi ère du RE 
et transmettent des signaux au cytoso l qui seront transmis par la suite aux noya ux par 
des facteurs de transcription (Walter etRon, 20 11 ) . 
Le stress du RE cont ribue à l' insta ll ation ou la progression de plu sieurs mala dies 
com me le diabète, l'athérosclérose, l' in fla mmati on mais aussi les ma ladi es du fo ie 
comme la stéa tose hépatique (Zees ha n et al., 20 16). E n e ffet, le stress du RE indu it 
auss i un e augmentat io n de la produ cti o n des RO S ce qu i co ntribue à l'aggravation de 
la stéatose hépatique en augmentant la product io n de cytok in es pro-i nfla mmatoires 
(Zeeshan et al. , 20 16) . Cependant, les don nées de la li tté rature ne prouvent pas si le 
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stress du RE est la cause de l'accumulation d 'acides gra s dan s le foie ou s' il es t à 
l' ori gine de la stéatose hépatiqu e. 
1.5 La Stéaryl-CoA Désaturase 1 (SCDl) 
1.5.1 Structure, localisation et expression 
SCDI est une proté in e membranaire du RE. Sa ta ill e est de 37 kDa et présente un e 
de mi-v ie de 3 à 4 heures (Paton et N tambi , 2009). E ll e est co nst ituée de quatre 
domaines transmembrana ires avec des terminai sons NHz e t COOH terminales 
ori entées vers le coté cytoso lique de la membra ne (Figuœ.1.6) (Pato n et Nta mbi , 
2009). 
La protéine SCDI est exprimée de façon ubiquitai re avec un e forte expressio n 
observée dans l' hypothalamu s, le tissu ad ipeux et le foie (Fiowers et Ntambi, 2008 ; 
Sampath et Nta mbi , 20 11 ). E ll e cata lyse l' in serti on de la premi ère double lia iso n-cis 
dans la position de lta-9 des AG saturés (stéarate (C l 8 :0) (acide stéarique) et 
pa lmi tate (C 16 :0) (acide pa lmito léique) les convert issa nt en AG mono insa turés 
(AGMJ s) (respectivement en o léa te (C l8 :1 ) (acide olé ique) et palmitoléa te (acide 
palmitoléique) (C16 :1) (Pa ton et Ntam bi , 2009) . 
1.5.2 Les différents isofo rmes 
SCDl est exprimée dan s la majorité des ti ssus mais son expression est prédomina nte 
dans les tissus lipogéniques comme le foie et les tissus adipeux chez ia so uri s et 
1 ' huma in. Son substrat préférentie l est le stéarate. Ce pend a nt, d ' autres isoforme ayant la 
mê me fonct ion de désaturation que SCD 1 existent. C haq ue isoforme possède sa propre 
di stribution t issulaire et sa spécificité de sub strats suggérant un rôle métabo lique 
--------- -----
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spécifique pour les différentes iso formes. Ils existent quatre iso formes de SCD 1 chez la 
souris alors que chez l'humain il n' existe que deux isoformes (Paton et Ntambi, 2009). 
Quatre isoformes ont été identifiés chez la souris (SCD 1, SCD2, SCD3 et SCD4 ). 
Cependant, chez le rat seulement trois isoformes ont été identifiés. Chez La souris, les 
gènes de SCD sont localisés sur le chromosome 1 9 et codent pour un transcrit de 
4,9kb (Paton et Ntambi , 2009) . 
Cytoplasm 
Figure 1.6. Structure de SCDl. SCD 1 est une protéine constituée de quatre 
domaines transmembranaires (1-4) et localisée principalement au niveau du RE. Les 
séquences indiquées en rouge représentent les domaines conservés essentiels pour 
l' activité catalytique de SCDI. Ces séquences contiennent des résidus ms servant de 
ligand à l'atome de Fer et formant, une fois la protéine repliée, le site catalytique de 
J' enzyme. Net C représentent respectivement les domaines NH2 et COOH terminaux 
(Paton et Ntambi, 2009) . 
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Comme SCDl , l'enzyme SCD2 murine (mSCD2) est exprimée de façon ubiquitaire. 
Cependant, son expression est plus élevée dans le cerveau suggérant un rôle 
important dans le développement neuronal néonatal (Miyazaki et al., 2005) . De plus, 
une étude utilisant des souris SCD2 déficientes suggèrent que cette protéine jouerait 
un rôle important dans le développement hépatique en synthétisant les AGMI 
(Miyazaki et al. , 2005) . Son expression est régulée positivement par une diète riche 
en glucose ou en AG saturés (Christianson et al. , 2008) . Son substrat préférentiel est 
le palmitate. 
L' isoforme mSCD3 est exprimé principalement dans les glandes sébacées de la peau 
(Zheng et al. , 2001 ), mais cette protéine se retrouve aussi dans certaines glandes 
exocrines comme la glande de Harder et la glande prépuciale (Miyazaki, Gomez et 
Ntambi , 2002) . Son substrat préférentiel est le palmitate. 
L' isoforme mSCD4 est exprimé exclusivement dans le cœur (Miyazaki et al., 2003). 
La fonction exacte de cette protéine n'a pas encore été déterminée. Une étude a 
montré qu'une diète riche en glucose et dépourvu en AG induit une augmentation de 
l'expression de SCD4 (Miyazaki et al. , 2003) . Aussi les souris déficientes en leptine 
(ob/ob) présentent une expression élevée de SCD4 dans le cœur suggérant un rôle 
potentiel de cette protéine dans le développement de la stéatose cardiaque observée 
chez ces souris (Miyazaki et al. , 2003) . Son substrat préférentiel n' est pas encore 
déterminé . 
L' isoforme mSCD5 est exprimé principalement dans le pancréas et le cerveau, mais 
une faible quantité de cette protéine a aussi été détectée dans les poumons, les reins, 
le cœur et le placenta (Wang, J. et al. , 2005) . Son substrat préférentiel est le stéarate. 
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1.5.3 Régulation de l'expression et de l'activité de SCDl 
L'expression de SCD1 est régulée positivement par une diète riche en carbobydrates 
ou en AG saturés ou mono-insaturés, par l'insuline et par les activateurs des 
peroxysomes proliférateurs (PP AR) ainsi que par le cholestérol (Flowers et Ntambi, 
2008 ; Mauvoisin et Mounier, 2011 ; Paton et Ntambi , 2009) . Par contre, la 
triiodothyronnine (T3), l'estrogène, les acides gras polyinsaturés et la leptine sont 
quant à eux des inhibiteurs (Mauvoisin et Mounier, 2011). De plus, de nombreux 
facteurs de transcription semblent se lier à la région promotrice du gène SCDl 
(SREBP-1c, LXR, PPAR-a, C/EBP- a , NF-Y, AP-1 ,Sp1 ,TR et PGC1- a) suggérant 
une régulation importante de l'expression de SCDI (Figure.l.7) (Mauvoisin et 
Mounier, 2011 ). 
IRE 
PU FARE 
Figure 1.7. Diagramme du promoteur du gène SCDl. Le diagramme montre les 
différents facteurs de transcription et les régions impliquées dans la régulation de la 
transcription du gène SCDI . Cette figure résume les éléments caractérisés sur les 
promoteurs humain, de souris ou de poulet qui sont conservés entre ces espèces : 
LXR: Liver X Receptor, PPAR: Peroxisome Proliferator-Activated Receptor, 
SREBP: Sterol Regulatory Element Binding Protein, PGC-1a: peroxisome 
proliferator-activated receptor co-activator-la, NF-lN: Nuclear factor 1/Y, AP-l: 
Activator Protein-1 ; C/EBP: CAAT/enhancer binding protein, TR: Triiodothyronine 
receptor, Pol Il : RNA polymerase TT; IRE Elément de réponse de l' insuline, 
PUF ARE: Elément de réponse aux acides gras polyinsaturés ; LepRE: Elément de 
réponse à la Leptine (Mauvoisin et Mounier, 2011) . 
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1.6 Rôles de SCDl 
1.6.1 Rôle dans la lipogenèse tle novo 
Les souris SCD 1 déficientes montrent une diminution des taux plasmatiques et 
tissulaires de palmitoléate (C16 :1) et d'oléate (C18 :1) et une augmentation des taux 
d'acide stéarique (C18 :0) et d'acide palmitique (C16 :0). Ces changements du 
contenu lipidique sont corrélés à une diminution de l'index de désaturation (18:1 /18:0 
or 16:1/16:0 ratio) dans le foie et le plasma (Paton etNtambi, 2009) . 
Ces souris montrent aussi une diminution de la lipogenèse de nova dans le foie ainsi 
que dans les adipocytes. Cette diminution de la lipogenèse est sans doute le résultat 
d'une diminution de 1 ' expression des gènes lipogéniques incluant FAS, ACC , 
SREBP-lc et ELOVL6 (Miyazaki, Kim et Ntambi , 2001 ; Ntambi et al. , 2002) . 
De plus, les souris SCDI déficientes nourries avec une diète riche en fructose ne 
montrent pas d' augmentation de l'expression des gènes lipogéniques contrairement 
aux souris sauvages nourries avec une diète similaire (Miyazaki, Dobrzyn, Man, el 
al. , 2004) . Cependant, l' ajout de 20% d' acide oléique à une diète riche en fructose 
induit une augmentation de l' expression de Srebp-1 c chez les souris SCD 1 
déficientes mais n'atteignant pas le niveau d' expression observé chez les souns 
sauvages (Miyazaki , Dobrzyn, Man, et al. , 2004). Les auteurs suggèrent que l ' oléate 
synthétisé de façon endogène (via SCDI) serait nécessaire pour induire une induction 
suffisante de SREBP-lc permettant l' activation de la lipogenèse (Miyazaki, Dobrzyn, 
Man, el al., 2004). 
L'équipe de Ntambi a généré à partir des souris SCDI déficientes, des souris capables 
de synthétiser soit de l'oléate soit du palmitoléate en insérant soit le gène SCDS 
(synthétisant spécifiquement de l' oléate) ou SCD3 (synthétisant spécifiquement de 
palmitoléate) dans le foie (Burhans el al., 2015) . Les auteurs ont montré que seules 
23 
les souris synthétisant spécifiquement de 1 'oléate peuvent développer une stéatose 
hépatique et une augmentation du tissu adipeux contrairement aux souris SCD 1 
déficientes. Ces résultats suggèrent que 1' oléate hépatique synthétisé par SCD 1 est 
essentiel pour la régulation de l' homéostasie lipidique (Burhans et al., 2015). 
Cependant, des études supplémentaires seraient nécessaires afin de déterminer les 
mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation ainsi que dans le rôle de SCD 1 
et de ces produits dans la régulation du métabolisme lipidique. Les souris SCD 1 
déficientes présentent aussi un taux très faible de TG dans les VLDL et dans les 
lipoprotéines à faible densité (LDL) comparé aux souris sauvages (Chu et al. , 2006). 
De plus, l'augmentation de l' expression de SCD1 via la transfection des cellules 
ovarienne de Hamster Chinois induit une augmentation de l' estérification du 
cholestérol en esters de cholestérol (Miyazaki et al. , 2000). Ces observations 
suggèrent que les AGMI endogènes synthétisés par SCD 1 servent à la synthèse des 
TG et aussi à celle des esters de cholestéroL 
Il est intéressant de noter que la majorité des enzymes impliquées dans la lipogenèse 
de nova des TG et des esters de cholestérol incluant SCD, ACAT, DGAT et la 
glycérol phosphate acyltransferase (GPAT) sont localisées sur la membrane du RE 
(Paton et Ntambi, 2009) . De plus, une étude a montré une colocalisation de SCD1 
avec la DGAT2 dans le RE (Man et al. , 2006). Cette observation, ainsi que la 
proximité de localisation entre ces différentes protéines, permettrait ainsi aux AGMI 
synthétisés par SCDI d' être transformés en TG et en esters de cholestérol grâce aux 
autres enzymes du RE (Paton et Ntambi, 2009) (Figure.l.S). Ces enzymes 
formeraient probablement un complexe permettant le trafic et le partitionnement des 
lipides dans différentes voies métaboliques. Des études complémentaires seraient 
nécessaires afin de comprendre le rôle exact de ces protéines et les mécanismes 
moléculaires impliqués. 
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Figure 1.8. Modèle proposé du rôle de SCDt dans le trafic des AGMI liés à la 
synthèse des TG et des esters de cholésterol (CE). Il a été proposé par Paton et al 
que les AGMl endogènes synthétisés par SCOt dans le RE, sont distribués vers 
l' enzyme DGAT pour la synthèse des TG et vers I' ACAT pour la synthèse des CE 
(Paton et Ntambi, 2009). 
1.6.2 Rôle sur la P-oxydation 
Une augmentation de la ~-oxydation des AG a été observée dans le foie et le tissu 
adipeux des souris SCD l déficientes. En effet, une augmentation de i ' expression de 
l'acyl-CoA oxidase (ACOX), de l'acyl-CoA déshydrogénase des acides gras à chaine 
très longue (ACADVL ou VLCAD), et de CPTl (Ntambi et al., 2002). Aussi, une 
augmentation de l' activité de l' AMP-activated protein kinase (AMPK) a été mesurée 
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chez ces soun s comparati vement aux soun s sauvages (Man et al. , 2006) . La 
phosphorylation de l' AMPK désacti ve l' ACC en la phosphorylant induisant a insi une 
réduction des ta ux cellulaires de malonyl-CoA. La réduct io n du contenu cellu laire de 
malonyl-CoA, via l'augmentation de la phosphorylation de l'AMPK et de l' ACC, est 
associée à une augmentat ion de l' acti vat ion de CPT l qu i va induire une augmentation 
de la ~ -oxydation mitochondria le (Dobrzyn, P. et al. , 2004). En conclusion, la 
déficience en SCD 1 in duit une augmentation des AGS et conséquemment une 
réduct ion du contenu cellulaire en malonyl-CoA menant ainsi à une augmentation de 
la ~-oxydatio n . 
1.6.3 Rôle sur l'inflammation 
Il existe certaines év idences de l' influence de SCDl sur l' infla mmati on. Cependant, 
ces résul tats sont contradi cto ires et les méca ni smes molécul ai res impliquant un rôle 
de SCD 1 lié à l' inflammatio n restent à déterminer (Sampath et Ntambi , 2011) . En 
effet, cetiai nes études suggèrent que la défi cience en SCDI est assoc iée à un effet 
anti-in tlammato ire alors que d'autres études montrent un effet contra ire. 
Une étude supporta nt un effet pro-inflammatoi re associé à la défi cience de SCDl a 
été publiée par MacDona ld et ses co ll ègues. Des souri s dyslip idémiques déficientes 
pour le récepteu r de la lipoprotéi ne à fa ibl e densité (LDLr) ont été croisées avec des 
souris SCD l déficientes (SCD 1-/- LDLr-/-). Ces souris présentent une augmentation 
de 1' inflammation systémique assoc iée à une augmentation des taux circul ants des 
interleukines inflammatoires IL-6 , I L- l ~ et lL- 12p70 (MacDona ld et al., 2009). 
L' inhibit ion de SCD l chez des souris en utilisant des oli gonucléotides ant i-sens 
montre un effet anti-inflammatoire da ns des macrophages iso lés (Brown et al. , 2008). 
De plu s, les souris où l' expression du gène SCDJ a spécifiquement été abolie da ns le 
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tissu adipeux (AKO) montrent une augmentation de l' expression TNF -a dans le tissu 
adipeux associée à une réduct ion des taux pla smatiques d'adiponectine (Hyun et al., 
201 0) tandis que les souris déficientes en SCD 1 spécifiquement dans la peau 
présentent une augmentat ion de l ' infl a mmatio n cutanée (F iowers eL al. , 20 11 ). En 
effet, l'ad iponectine est sécrétée par les ad ipocytes et contribue à la réducti on du 
contenu hépatique en TG et en gl ucose en favo ri sa nt l'augmentati o n de la sensibi lité à 
l' in su line via l'act ivation de 1 'AMPK (Whi tehead et al., 2006). 
De plus, le développement de conditions inflammato ires comme la colite ulcéreuse 
chez la souris est associée à une diminution de l' expression hépatique de SCD I 
(Chen, C. et al. , 2008). En effet, une étude a montré que l'augmentation de l' activité 
de SCD l contribue à 1 'augmentation des taux d ' AGS plasmatique et macrophagique 
induisa nt une augmentat ion de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires par les 
macrophages (Brown et al., 2008). Toutes ces études suggèrent donc que la 
diminution de l'act ivité de SCD 1 aurait un effet pro -inflammatoire qui serait dû à une 
accumu latio n de AGS. 
A l'opposé. des évidences suppotient un effet anti - inflammatoire de la déficience en 
SCO 1. E n effet, des souris SCO 1 déficientes nourri e avec une diète riche en gras 
montrent une diminution de l' infl ammation et de l' expression des gènes 
inflammatoires (MCP -1 , TNF -a , CCR2) dans le ti ssu ad ipeux comparé aux souns 
sauva ges nou rries avec la même diète (L iu, X. et al. , 20 1 0). Une autre étude montre 
une dimi nution de l'express ion de TNF-a dans le ti ssu adipeux et un taux é levé 
d ' ad iponect ine chez les souris SCO 1 défic ientes comparé aux souri s sauvages (Hyun 
et al. , 201 0). Enfin , dans le plasma humain le ratio de désaturation PMA/ PA 
(Pa lmi to léate/Pa lmi tate, est imation de l'activ ité de SCO I) dans la fi·action des C E est 
associé à une a ugmentati on du taux de protéine C- réactive (CRP) , un marqueur de 
l'inflammat ion systémique (Petersson et al. , 2008 ; Petersso n et al., 2009). Ces 
observation s opposées prouvent que l' impact de l' express ion et de l' acti vité de seo l 
27 
sur l' inflammati o n varie d ' un ti ssu à un autre et en fo ncti on du modèle où l' altération 
de l'express ion de SCD1 a été effectuée. 
1.6.4 Autres rôles 
E n plu s du rô le de SCD 1 da ns la lipogenèse de nova , la ~-oxydati on et 
l' inflammati on l' acti v ité de SCDl a la capacité d 'a ltérer la fl uidité membrana ire 
cellul a ire (Kim, Y. C. et N tambi , 1999). En effet, SCD 1 synthéti se les AGM I qui so nt 
les pri ncipaux co nstitu ants des phospholipides membrana ires (Kim, Y. C. et N tambi , 
1999) . L ' a ltératio n de l' acti vité de SCD 1 et du rati o de AGS 1 AG Ml membranaire, 
agit non seulement sur la fluidi té membra na ire ma is aussi sur les cascades de 
sig nali sation ce llul a ire influençant des para mètres phys iologiques comme la 
sensibilité à l' in suline (Ari ya ma et al. , 2010 ; Dobrzy n, A. et al. , 2005 ; Miyazaki et 
al. , 2000) et la divis io n ce llulai re. U ne étud e a éga lement montré que l' inhibition de 
SCD 1 dans des ad ipocytes huma in s augmente le ratio de AGS 1 AGMJ da ns les 
phospho li pides (PL) ce qui réduit ain si la fluidité membra na ire des ce llul es menant 
ai nsi à une diminuti o n de l' activat ion de la voie de signa li sation à l' insulin e (Collins 
et al. , 201 0). 
L ' act ivité de SCDl influence a uss i la lubrifi ca ti o n de la pea u et des yeux (Miyazaki 
et al. , 2001 ; Z heng et al., 1999). Les AGMI produits par l 'activ ité de SCD l sont des 
sub strats essenti e ls po ur la synthèse des esters de cire, des TG et des CE, qui so nt des 
lipides lubrifi ants secrétées par les g landes sébacées et les g landes de Me ibo mui s 
(Synthèse de sébum et de meibum respecti vement) de la peau et des paupi ères (C larys 
et Barel, 1995 ; M iyazaki et Ntam bi , 2003 ; Paton et Ntambi , 2009 ; Sullivan et al. , 
2000). Les souris SC D1 défic ientes présentent en effet un fa ibl e ta ux d ' esters de cire, 
de TG et de CE da ns les paupières et la peau co mpa rativement aux souri s sauvages 
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(Miyazaki , Ma n et Nta mbi , 200 1) ce qui se traduit chez ces souri s par des yeux étroits 
et non lubri fi és et des ma ladi es de la peau (Miyaza ki , Ma n e tNtambi , 2001 ). De plus, 
l' inca paci té des souris seo 1 déficientes à synthéti ser de l'o léate endogène induit une 
élévatio n des ta ux de cho lestérol libre mena nt à une mo1t cellul a ire et une atrophi e 
des glandes sé bacées et des g la ndes de Me ibo miu s (M iyazak i, Ma n et tambi , 2001 ; 
Mi yazak i et tambi , 2003). Les yeux so nt auss i lubrifi és pa r l'al ky l-2 -3-
diacylglycéro l (A DG) qui est secrété par la g lande de Harder. L ' ADG a in si produit 
est composé d ' eicosa noate (20 : l n-9) qui résulte d'u ne é longa ti o n de l'o léa te déri vée 
de SCDl (Cohen, P. et al. , 2002; Miyazak i et al. , 2001 ) . En effet le co ntenu en ADG 
des glandes de Harder da ns les souri s SCD 1 défic ientes est réduit co mparé aux souri s 
sa uvages confirma nt a in si le rô le de SCD 1 da ns la lubrifi ca ti on des yeux (Miyaza ki et 
N tambi , 2003) . Toutes ces év idences montrent c la irement qu e SCDl j oue un rô le 
important dan s la sa nté de la peau et des yeux. 
Enfin , SCD 1 j oue a ussi un rô le importa nt dans la formati o n des lipoprotéines à très 
fà ible densité (YLD L) dan s le fo ie . Les souri s SCDl défi c ientes montrent une 
réduction du ta ux hépa tique de YL DL et de YLD L-T G (Mi yazaki et a l., 2000) , 
pro bablement due à l' incapacité des souris à produire des TG ri ches en AG Mf qui 
sont les princ ipa ux composés incorporés dans les YLDL (Gibbons, 1990 ; Stefà n el 
al. , 2008). Ceci réd uit a in i la capacité du fo ie à sécréter des taux é levés de T G et 
ex pl iqu era it auss i la rés ista nce des souri s SC DI défi c ientes au dévelo ppement d ' une 
stéatose hépatiq ue indu ite pa r une di ète ri che en gras (Nta mbi et al. 2002). Le ta ux 
plasmatique é levé de VLDL-TG est a ussi associé à une augmentat ion des maladi es 
card iovascul a ires (MC V). Une réd ucti on de l'activité de SC DI pou rra it do nc être 
bénéfiq ue en réd ui sa nt la product ion et la sécrétion des VLD L -TG diminuant ai nsi le 
développement des v'1 ° \f (M iyazak i, Kim ct1''ta mbi, 2001 ) . 
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1.7 La stéatose hépatique 
La stéatose hépatique, ou fo ie gras, est une accumulation de gras sous forme de TG 
dans les hépatocytes. E ll e est la principale cause des dysfoncti onnements hépatiques 
et des maladies hépatiqu es chroniqu es a ussi bi en da ns les pays déve loppés que ceux 
en vo ie de déve loppement (Goceri et al. , 20 16). La stéatose hépatique est un e 
accumulation de TG indui sa nt l' accumulation de GL microvésiculaires 
(mi crostéatose) ou macrovésiculaires (macrostéatose) dans au moins 5% des 
hépatocy tes. La mi crostéatose est une accumul ation de nombreuses et minu scul es GL 
a lors qu e la macrostéatose est caractérisé par la présence d ' une seul e et large GL 
(plus grand e que le noya u) dans le cytoplasme des hépatocytes (McConnack et al., 
20 11 ; Va ll s et al. , 2006). Généralement, la stéatose hépati que est éva luée 
hi stologiqu ement en utilisa nt la cla ss ificat ion de Ja vor (Javor et al. , 2005) :grade 0 : 
< 5% des hépatocy tes sont touchés, grade 1 : 5%-33% des hépatocytes so nt touchés, 
grad e 2 : > 33%-66% des hépatocytes so nt touchés et le grade 3 : > 66% des 
hépatocytes sont touchés. 
Au ni veau cellulaire, la stéatose hépatiqu e est le résultat d ' un déséquilibre du 
métabolism'e lipidique caractéri sé par une augmentation de la lipogenèse de nova et 
de la captation des ac ides gras associée à un e diminution de la ~-oxydation 
(oxydation mitochondriale) et de l'exportation des TG sous fo rme de parti cul es de 
lipoprotéine de très tàible dens ité (VL DL) (Ress et Kaser, 2016) . Les deux principaux 
types de stéatoses hépatiques sont la stéatose hépatique non a lcoo lique (NAFLD) et la 
stéatose hépatique a lcoo lique (AFLD) (Ress et Kaser, 20 1 6). 
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1.7.1 La stéatose hépatique non alcoolique 
La NAFLD est un e manifestation hépatique du syndrome métabolique. La NAFLD 
est diagnostiquée suite à la présence d ' un excès d 'accumulation de GL hépatiqu es en 
absence de toutes autres causes de ma lad ie chron ique du foi e (C ha lasan i et al. , 20 12). 
La NAFLD est souvent associée au déve loppement du syndrome méta bolique 
incluant la résistance à l' insu! in e, l'obésité v iscérale, la dyslipidé mi e, le diabète de 
type 2 et !"hypertension (Krawczyk, B onfi·ate et Portinca sa, 20 10 ; Lonardo et al., 
20 1 l ; Lo nardo et al., 2005) . La phys iopatholog ie de la NAFLD reste obscure. En 
effet, l'augmentat ion de la lipogenèse de novo , la diminuti o n de l' oxydation 
mitochondrial e des AG a ins i que l' inhibit io n de la sécrét io n des TG contribuent au 
développement de la NAFLD (Ress et Kaser, 20 16) . L'augmentation de la lipogenèse 
de novo est essentie ll ement due à une augmentation de l'expression des facteurs de 
transcriptions SREBP-1 c et Carbohydrate respons i ve element bindi ng protei n 
(ChREBP) qui sont les régul ateurs c lés de la lipogenèse de novo (Carr et A hima, 
20 16). Une augmentation de leur expression a été observée chez des patients 
sou ffrant de NAFLD a ins i qu e chez des modè les animaux de NAFLD (Ben hamed et 
al., 2012). De plu s, une inhibiti on de l'expressio n de ces facteu rs de transcription 
induit une améli oration de la NAFLD dans des modèles a nimau x (Dentin et al., 2006 
; Yahagi et al., 2002). La diminut io n de l'oxydati on mitocho ndria le des AG est auss i 
retrouvée chez les patients atte ints de NAFL D et résulterait d'effets direct et indirect 
sur la structure et la fonction des mitocho ndri es (Ca ld well et al. , 1999) . De plus, la 
DNL et la ~ -oxydat ion sont en relation via SREBP-1 c. En effet, en plu s de son rôle de 
facteu r de tra nscri ption sur les gènes classiques de la lipogenèse de nova , SREBP-1 c 
active l' expression de l' enzyme acetyl-CoA carboxylase (ACC) augmentant a in s i la 
synthèse de iîîâ lonyl- 0 oA. Le iîîâloiîy~ CoA inhibe lâ Cn rn itin e pa!n1i toyJ transfcrn se 
1 (CPT!) ce qui entra ine une d iminution du tra nsport des AG dans les mitochondri es 
inhiba nt a in si la ~-oxydation ( Ress et Kaser, 20 16). La stéatose hépatique peut être 
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causée par divers facteurs et maladi es, mai s l' obésité et la li podystrophie sont les 
princ ipal es causes fréquentes d 'appar iti o n de la stéatose hépat ique non a lcoo li que. 
1. 7 .1.1 Chez les obèses 
Le surpoids et l' obésité sont des probl èmes maj eurs de santé publique. E n effet se lo n 
l' OMS à l' éche lle mondiale, le no mbre d ' obèses a doublé entre 1980 et 2000 chez les 
a du !tes. En 20 J 4, selon la même source, plus de 1 ,9 mi Il ia rd s d ' a du !tes dans le mo nde 
sont en surpoid s et plu s de 600 milli ons sont obèses, ce qui représente 13% de la 
populat ion mondiale ( 11 % des hommes et 15 % des femmes). L ' obés ité et le surpoids 
sont souvent associés à plusieurs malad ies méta bo liques tel que le diabète de type 2, 
les maladies cardiovascu la ires, ma is aussi la stéatose hépat ique. En effet, la 
prévalence de la s imple stéatose chez les individus obèses est de 30 à 37% (Woo 
Baida l et Lavine, 2016) . Le ri sque de déve lopper un e NAFLD est del 6,5% chez les 
individus sa ins a lors qu ' il est de 75 % chez les indi vid us obèses (Be llentani et al., 
2000). La saturation des ti ssus adipeux (TA), qu.i est le li eu préférentiell e de stockage 
des AG, induit une augmentation d ' acides gras libres (AGL) circulants. Ces AGL 
vo nt ai nsi être stockés de façon ectopique dans divers orga nes te ls que le cœur, les 
mu scles sq uelettiques ou bien le foie entra înant ainsi l' in sta ll ation d ' un syndro me 
métabolique (Gagg ini et al., 20 13). De plus, chez les indi v idus obèses atte ints de 
NAFLD, des études o nt montré un e é lévation du taux de la lept ine qui serait corrélée 
avec la sévérité de la stéa tose (Margetic et al. , 2002). E n effet, la présence de la 
NAFLD et de l' hyper- leptinémi e suggèrera it le développe ment d ' une rés ista nce à la 
lepti ne, un autre facteur impliqué dans le déve loppement du sy ndrome méta bo li que. 
Des résul tats s imilai res ont été reportés chez des souri s obèses nourries avec un 
régime ri che en gras. Ces souri s ont a uss i déve loppé une NAFLD associée à un taux 
é levé de leptine comme chez les humai ns (L i, Z ., So losk i et Diehl 2005 ). 
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En plu s de l'obésité, certaines études suggèrent que la distribution du gras dans le 
co rps aurait auss i un effet important sur le développement de la NAFLD. L 'excès de 
dépôt adipeux, en particu lier intra abdom ina l, serait la clé de la physiopathologie du 
NAFLD du fait de so n assoc iation avec la rés istance à l' insuline et du tàit qu e ce 
dépôt abdomina l serait la source d 'AGL (Eguch i et al. , 2006). Une étude sur des 
individu s ayant un poids normal montre une corrélation entre l'accumulation intra-
abdo minale de lipides et la rés istance à l' in suline (Cnop et al. , 2002). En effet 
plu sieurs études ont mené au modèle prése nté plus bas pour le développement de la 
stéatose (Figu t·e.1.9), démontrant un rô le clé de la rés istance à l' in su line dan s la 
physiopathologie de la NAFLD (Paschos et Paleta s, 2009) . 
ln sulin resistance 
.------- l 
Adipose ti ssue t lnsulinlglucose level 
Plasma FFA 
SRE8P- 1c 
PPAA-y 
j De novo Lipogenesis 
1 
Hepatocyte 
Ti FFA ----• j TG synthesis j cslenfJCal!on 1 
VLD L 
TG accumul ati on 
Steatosis 
Figure 1.9. Développement de la stéatose hépatique non alcoo lique chez les 
obséses. Dans le TA, la résista nce à l' insulin e diminue l' action inhibitrice de 
l' in suline sur l 'hormone sensitive lipase (HSL). Ceci induit une forte lipo lyse des TG 
et la libération des AGL. Ceci va induire une augmentati on du taux circulant des 
AGL qui vo nt être ca ptés par le foie. De plus, l' hy per in sulinémi e, une co nséquence 
de la rés istance à l'i nsul ine, augmente la synthèse de novo des TG dans les 
hé patocytes . La sy nthèse des TG hépati ques est régulée par l' augmentation du 
contenu hépatiqu e en AUL et est tàvorisée par ia réguiati on positive des enzymes 
li pogéniqu es induite pa r l' in sul ine via le facteur de tran scripti on peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma (PPAR-y) et stero l regulatory e lement binding 
protein 1 (SREBP- l ) et une baisse de la sécréti on de VLDL (Paschos et Paletas, 
2009). 
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1.7.1.2 Chez les lipodystrophiques 
La lipodystrophi e représente un large spectre de sy ndromes hérédita ires ou acquis 
indui sa nt une di sparition quas i-total e du TA. La plu s sévère d 'entre e ll e est causée 
par la défi cience de la protéi ne Seipine (Cartwri ght et Good ma n, 201 2) . Le premi er 
cas de synd ro me 1 ipodystrophi que a été décrit en 1885, décri va nt un pat ient avec une 
lipodystro phi e parti ell e d ' une étio logie inconnu e et a vec un e atrophie progress ive du 
T A dans la moiti é supéri eur de son corps. Les pati ents qui souf !Tent de lipodystrophi e 
parti ell e ne souffre nt pas de troubl es métaboliqu es (Cartwri ght et Goodm an, 201 2). 
Par contre, dans les cas de perte extrême et généra li sée de ti ssus adipeux, les 
co nditio ns méta bo liques chez ces pat ients dev iennent bea ucoup plu s sévères. Les 
premi ères do nnées de l'effet de la lipodystro phie généra le ont été publi ées par R.D. 
Lawrence en 1946 (La wrence, 1946). 
Ce syndrome est auss i a ppe lé« di a bète lipoatrophiqu e » à cau se des s imilitudes avec 
le diabète co ncerna nt les troubl es métabo liqu es qui acco mpagnent la perte du T A. En 
effet, les pati ents atte ints d ' une lipodystroph ie généra le ou parti ell e sévère souffrent 
d ' une hypertrig lycéridémie seco ndaire à la perte de ca pacité de stockage du TA par 
les ce llul es adipocytaires. Cette hyperlipidémie peut induire une pancréatite 
récurrente et est souvent associée au stockage ectopique de lipi des et à l' in sulino-
rés ista nce (Ca1iwrig ht et Goodman, 201 2) . L ' accumulati on des lipides dans les ti ssus 
no n adi peux, tels que le mu scle squ elett iqu e et le fo ie, donn e aux pati ents un e 
apparence ma1gre avec un e hypertrophi e muscula ire, des ve ines sa ill antes et une 
organoméga li e avec une sa illi e ombilica le. Cette organoméga li e est souvent associée 
au déve lo ppement d ' un e herni e o mbili cale, d'une stéato hépat ite, se tra nsformant en 
c irrhose . 
Les pat ients atte in ts de li podystrophie généra le affichent un fa ible taux de 
lipoproté ine à haute densité (HD L), un fà ibl e taux d ' hormones adipocyta ires (l eptine 
et adiponectin e) a insi qu ' un e augmentati on de la température corpore lle, de la 
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transpirati on et un appétit vorace due au faib le taux de leptine circu lant. En 1 954 et 
1959, W. Berardinelli et Mat1in Seip, o nt rapporté et caractérisé les premiers cas 
hérédita ires du syndrô me de lipodystro phie congén ita le, appelé par la suite 
lipodystro phie congénita le de Berardine lli-Seip (BSCL) (Berard ine lli , W., 1954 ; 
Lawrence, 1946 ; Seip, 1959). 
Le diag nostic des BSC L est souvent posé dès la natssa nce ou au cours des deux 
premières ann ées de la v ie, grâce notamment à la mai greur des enfants et l 'apparence 
de leurs mu scles. Ces patients souffi-ent dès leurs plus jeune âge de plu sieurs 
sy mptômes te l que un e résistance à l' insulin e, ainsi qu ' une AFLD sévère 
(Cartwr ight et Goodma n, 20 12). 
1.7.1.3 La Seipine 
La majori té des li podystroph ies congénita les sont du es à des mutati ons du gène 
BSCL qui code pour une protéine appelée Se ipine (Magre et al. , 200 1 ). Les mutati ons 
indui sent la fo rmat ion d ' une protéine tronq uée non fonctionnelle (Magre et al. , 200 1 ). 
a) Structure. local isati on et expression de la se ipine 
La Seipine est une protéin e mem branaire du R E qui se co ncentre au ni vea u des 
joncti ons avec les goutte lettes lipidiques cytoplasmiqu es. Le gè ne de la Seipine a été 
iden ti fié pou r la premiè re fois chez les mammifères et la drosophile (Ca rtwright et 
Good man , 2012; Magre et al., 200 1) pu is chez les champi g nons et les pla ntes (Fei, 
Du et Yang, 20 11 ). Ces orthologues montrent une région centra le de 230 acides 
aminés dont !a structure seconda ir est conserv ' t oui est formée ci e deux do ma ines 
1 
transmembrana ires (TMDs) et d ' une boucle cytoso liq ue (Figure.l.lû) (Cartwright et 
Goodman, 2012) . Il exi ste trois isoformes de la Se ipine (Magre et al. , 200 1) qui sont 
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exprimés de façon ubiquitaire dans tous les tissus. Cependant les isoformes et 3 
sont majoritairement exprimés au niveau du cerveau (Magre et al., 2001). 
b) Fonctions de la Seipine 
Aujourd' hui les fonctions exactes de la Seipine restent obscures, du fait notamment 
qu'il n' existe aucuns motifs connus dans sa séquence susceptible de fournir des 
indices sur son rôle. Cependant, des données laissent croire qu 'elle pourrait avoir un 
rôle dans l'adipogenèse du fait que l'expression de son ARNm augmente au cours de 
la différentiation adipocytaire (Chen, W. et al. , 2012 ; Payne et al. , 2008). Elle 
pourrait également jouer un rôle dans la formation des GL, du fait de sa localisation 
sur le RE au niveau des jonctions avec ces GL, (Chen, W. et al. , 2012 ; Szymanski et 
al. , 2007) et dans la maturation adipocytaire (Fei, Du et Yang, 2011) . 
c) Rôles présumés de la Seipine 
Afin de mieux comprendre la fonction de la Seipine in vivo, Cui et ses collaborateurs 
ont généré le premier modèle de souris Seipine déficientes (Seipine -/-) (Cui et al. , 
2011). Ces auteurs ont constaté que les souris Seipine déficientes reproduisent de 
nombreux aspects de la BSCL2 humaine à savoir une perte quasi-totale du tissu 
adipeux, une résistance à l'insuline et une stéatose hépatique sévère. Cependant, la 
lipogenèse hépatique ne semble pas être affectée chez ces souris de 3 mois car 
seulement une augmentation de l'expression de SCD 1 est observée mais pas celle 
d' ACC, de SREBP-lc et de DGAT-1. D'autres auteurs ont aussi développé des souris 
Seipine déficientes montrant une stéatose hépatique sévère, une absence du tissu 
adipeux (Prieur et al. , 2013 ). Cette étude montre que le traitement des souris Seipine 
déficientes avec un agoniste de PP AR-y (TZD) induit une diminution de la stéatose 
hépatique et une formation de tissu adipeux ce qui suggère un lien entre l'absence de 
la Seipine et la régulation de l'expression de PPAR-y proposant ainsi un rôle 
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important de la Seipine dans la différenciation adipocytaires (Prieur et al., 20 13). 
Cependant, le rôle de la Seipine dans le développement de la stéatose hépatique reste 
peu compris. En effet, les études actuelles ne permettent pas d ' incriminer l'absence 
de tissus adipeux ou celle de la Seipine (ou la combinaison des deux) quant à la 
stéatose hépatique observée chez les souris Seipine déficientes et chez les patients 
atteints de BSCL2 . 
(a) 1 64 TM 152N/154S A276 TM 462 
hSetpln·L t:::::::I:- IC::Jr::;:::=::::=:n:- -=::::::::::::::::J 
hSe•pon·S Cl• c::lc===:::JI:J• c:===:::J 
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Figure 1.10. Structure de la Seipine humaine et de son homologue chez la levure 
fldlp. (a) Représentation schématique de la Sei pi ne humaine, 1) Seipine humaine 
(isoforme long) (hSeipin-L), Seipine humaine (isoforme court) (hSeipin-S) et de la 
Seipine de ievure (Fi dl piySeipin). Les résidus mutés sur des sites de glycosyiation 
(88 , 90/152, 154) et à différents sites spécifiques (212/276) sont associés au 
développement de lipodystrophie. TM, Domaine transmembranaire. (b) topologie de 
la Fldl pet de la Sei pi ne humaine. Les mutants associés à des maladies sont marqués 
en rouge (Fei , Du et Yang, 2011) . 
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Ju squ 'à présent, les études so nt controversées concernant le rô le de la seipine dans le 
fo ie. En e ffet, certa in es études suggèrent que l' absence de la seipine j oue un rô le 
direct dans l' insta ll ation de la stéatose hépatique chez les personnes atte intes de 
BSCL2 a lors qu e de plu s en plu s d'étud es suggèrent qu e l'absence du ti ss u adipeux 
chez ces pati ents est la ca use principale. En effet, une étud e a montré qu e la 
surexpression de la Se ipine induit un e diminution du nombre des gouttelettes 
lipidiques da ns des cellul es hépatiques huma ines (AML-1 2) (Yang, W . et al., 201 3). 
Cependant, une étud e récente a montré qu e des souri s Seipine défi ci entes 
spécifiquement dans le foie âgé de 3 mois ne développent pas de stéatose lorsqu ' e ll es 
sont nourri s avec une di ète ri che en gras (C hen, W. et al., 2014). Les questi ons qui se 
posent co ncernant cette étude sont : 1) Est-ce que ces souri s ne peuvent pa s 
développer de stéatose à un âge plu s avancé. 2) Est-ce qu e le choix de la di ète n'est 
pas à l' ori gine de l' absence de cette stéatose étant donn é qu e le ti ssu ad ipeux va tout 
absorber? 
Pour cela, des étud es supplé mentaires do ivent être effectu és atin de confirmer ou 
d ' infi rm er le rô le de la Se ipine dans le fo ie. 
Une fo rte expression de SCDl a été mesurée chez les souri s Seipine défi c ientes 
suggéra nt une re lation foncti onne lle entre SCD1 et la Se ipine. De plus, Magré et 
collaborateurs ont rap porté une diminuti on de l'activ ité de SCDl dans les ce llul es 
lymphocyta ires issues de pati ents atteints de B SC L a insi qu ' une diminution de la 
ta ille des GL dû à un co ntenu fa ibl e en ac ides gras mono-in saturés (AGMf). E nfin, 
des étud es sur des levures ont montré qu e la dé léti on de FLDl , ortho logue du gène de 
la Sei pi ne humaine, modifi e la ta ill e et la fo rme des GL (Fei et al., 2008 ; Szyma nski 
et al. , 2007 ; Wolinski et al. , 201 1). En effet, dans di ffé rentes cellules mutées, on 
remarque la présence de GL g igan tesques « super-sized » et da ns d' autres cellul es de 
nombreuses GL irréguli ères regroupées aux a lentours du R E (Cartwri ght et al., 201 4 ; 
Wolinski et al., 20 11 ) . Ces études suggèrent qu e l'appari t ion de GL gigantesqu es 
\ 
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dans les cell ules mutées de fld l sera it du e au changement de la composition en 
phospholipides de la membrane de ces structu res (Fei et al., 2008). Par contre, 
l' appariti on de GL irréguli ères en contact de ER ainsi que la loca li sati on de fldl sur le 
ER prouvera it une fo nction de cette proté ine dans l'orga ni sation des GL ou un rô le 
dans une éventu elle interacti on entre les G L et le RE (Ca rtwri ght et al., 20 14 ). 
1.7.1.4 Autres causes de la NAFLD 
La AFLD peut être causée par d·autres facteurs comme l' hépatite, certain s 
médica ments et la grossesse (Ress et Kaser, 20 16) . 
Plus de 80% des patients atteints d' hépatite C (l-I CY) souffrent de stéa tose due à un e 
dim in ution de la ~ -oxydat i o n , une augmentati on de la néoglucogenèse et de la DNL 
(Ress et Kaser, 20 16). Des études récentes ont montré que la l-I CY bl oque la 
phosphorylati on du facteur de tran. cript io n Forkhead box protein 01 (FOXOl ) 
induisa nt un e augmentation de la néoglu cogenèse et de la ON L via une augmentation 
des ni vea ux d'expres ion de SREB P-1 cet de l' acide gras synthtase (FAS) (Banetjee 
et al. , 20 1 0 ; Bernsmeier et al. , 20 14 ; Bose et al. , 20 14) . 
Certains médi caments indu isent au ssi une accumu lati on réversibl e de TG hépatiqu es. 
Parmi ces médicaments on retrouve les antibiotiqu es (comme la tétracycline et les 
glucocorticoïdes, les agents chimioth érapeut iques (comme le tamoxifen), des 
antiarythm iqu es, des agents antivira ux, desa nti-inflammatoires et les antiépi leptiqu es 
(Tablea u.l.l) (Amacher et Chala sa ni , 20 14) . Ces médi camems (exempl e : ac ide 
valproïqu e) indu isent une diminution de la ~ -oxyd ati o n des AG menant à un e 
augmenta tio n intrace ll ulaire des déri vés réactifs d'oxygène (ORO ou RO S) et un 
épuisement de l' ATP indui sant l'insta ll ation d' une stéatose microvésiculaire. De plu s, 
dans de nombreux cas, on observe une augmentati on de la ca ptati on des AG due à 
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une augmentation de l'express ion de FAT/CD36 et/ou une augmentation de la DNL 
résultant d ' une augmentati on de l 'express ion de SREBP -1 c ou une diminution des 
taux d' AMPK (Ress et Kaser, 20 16). 
Enfin, la stéatose hé patique aigue gravidiqu e est une stéatose rare qui touche 
5/100000 femmes e n Grande Bretagne et qui apparaît aux dernières semaines de la 
grossesse (Kni ght et al., 2008). La stéatose hépatique aigue grav idique est due à une 
défa illa nce de la ~-oxydation dont les mécani smes restent encore a uj ourd ' hui 
inconnu s (Ress et Kaser, 20 16). 
1.7.2 La stéatose hépatique alcoolique 
La consommation chroniqu e d' a lcool est une cause fréquente de stéa tose hépatique. 
P lus de 90% des consommateurs d 'alcool souffrent d ' une stéatose a lcoo lique qui est 
réversibl e en cas d'abstinence (Ress et Kaser, 2016 ; Stickel et al., 2003). La 
consommation chronique de 30g d ' alcoo l pur augmente significa tivement le ri sque d e 
maladies chroniques du foie (Ress et Kaser, 20 16). 
L'alcoo l est métabo li sé dans le foie par deux voies principa les, une vo ie oxydative 
médiée par les enzy mes alcool déshy drogénase (ADH) et a ldéhyde déshydrogénase 
(ALDH) et une voie non oxydative médiée pa r le cytochrome P450 2E1. L'éthanol 
est d' abord converti par l'enzyme cytosolique ADH en acétaldéhyde et par la suite 
métabo li sé en acétate par l' enzy me mi tochondria le ALDH . Les deux réactions sont 
dépendantes de la réduction de nicotinam id e adénine dinucléotide (NAD) en 
ni coti nam ide adénine d i nucléotide-hydrogène (NADH) (Figure.l.ll) (Liu , J. , 2014). 
.------------------------------------------------------
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Tableau 1.1 Noms et classes des médicaments et profil de la stéatose associée. 
~ 
1 Nom dès médicaments et classe Profil de la Stéatose 
~ > ' < ~ _,., ~ .; ' * 
Tétracycline (Antibiotique) 
Acide Va lp•·oïque (Antiépiléptique) 
Amiodarone (Antia•·ythmique de 
classe III) 
Glucocorticoïdes (Anti-
inflammatoires) 
5-fluorouracile (5-FU) (Anti-cancer) 
Huile de margousier (Antiséptique) 
Acide Acétylsalicylique (Aspirine) 
(An ta lgiq ue) 
Tamoxiféne (Anti-cancer) 
Didanosine et Stavudine (Agents 
anti rétrov irale) 
Méthotrexate (Antiméta bolites) 
Microstéatose 
Macrostéatose 
Profi l mi xte 
Ce résume les princi paux médi ca ments indui sa nt une NAFLD (modifiée de (Amacher 
et Chalasa ni , 201 4)) . 
L'a.cétaldéhyde ain si formé indui t une augmentati on de la DNL en a ugmenta nt 
l'express ion de SREBP-1 c. L' augmentati on de la DNL induit une accu mulat ion des 
intermédiaires des AG comme le malonyi-CoA qui agit sur le transport des AG ve rs 
les mitochondries in hi ba nt la CPT 1 (Red dy et Has himoto , 2001 ; Y ou et al. , 2002). 
Via l'acéta ldéhyde, l'alcoo l inhi be auss i l'express ion de PPARa, un facteur de 
tra nscri ption imp li qué da ns l'oxydat ion, le transport et l' export des AG (Evans, 
Barish et Wang, 2004; Ga l li et al. , 200 1 ; Nanji etal. , 2004). Chez des souri s PP ARa 
41 
déficientes, la consommation chronique d' alcool est assoc iée à une augmentation 
progressive de l'accumulation de TG in tra-hépatique due à une diminution de la ~­
oxydation et des altérations du cycle de l'ac ide tri ca rboxyl iqu e (TCA) et des cha ines 
de transport des électrons (L i, H. 1-f. et al. , 2014). 
De plus, la DNL a auss i été impliqu ée dans l' accumulat ion des GL dan s la stéatose 
hépatique alcoo lique du principa lement à une augmentation de l' expression de 
SREBP-l c ai nsi que celle de ses gènes cibles (Y ou et al. , 2002). 
/OH 
NADP' + H>0 OI>CH ..._ OH 
NADPH + H' + Ch 
Acetate 
Figm·e 1.11. Métabolisme de l'éthanol dans les hépatocytes. Cette figure montre 
les deux voies du métabo li sme de l'éthanol dans les hépatocytes (Liu , J. , 20 14). 
Enfin, il a été montré que la pathogénèse de I'AFLD était associée à une 
augmentation de la production du TNF -a.. comme première réponse au dommage du 
foie (L iu , J., 20 14). TNF-a.., la cytokine pro-i nflammatoire majeure dans l' AFLD, est 
impliquée dans les réponses inflammatoires, la stéatose (accumulat ion de gras) et la 
mort cellulaire des hépatocytes (McClain, Song, e l al. , 2004). Des études sur des 
souri s défi cientes pour le récepteur TNF (Ti lg et Diehl , 2000) et des études sur des 
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rats traités avec des anticorps contre TNF-a (Y in et al. , 1999), pendant une 
consommation chronique d'éthanol ont montré que la production accrue de TNF -a 
joue un rôle important dans la progress ion de 1 ' AFLD. De plus, il a été montré que 
l' augme ntation de la production de TN F-a augmente la DNL en augmentant l'activité 
d ' ACC et de FAS (K hov idhunkit et al., 2004), en diminuant l' act ivité de la 
lipoprotéi ne lipase (Fe in gold , Hardardottir et Grunfeld , 1998) et en inhibant la ~­
oxydation dans les hépatocytes (Nachi ap pan etal. , 1994). 
1.8 Progression de la stéatose hépatique 
La stéatose hépatique progresse de façon similaire que l' on so it dans un cas de 
NAFLD ou ALFD. En effet, la stéatose hépatique évolu e de la simpl e stéatose, qui 
est décrite hi stologiquement comme une accumulation de > 5% de TG da ns les 
hépatocy tes en absence d'une inflammation associée, à un e stéatohépatite, 
ca ractéri sée par une lésion des hépatocytes (gonfl ement indui sant une dégénérescence 
des hépatocytes en présence ou non des corps de Ma ll ory) , une inflammation et 
éventu ell ement une fibrose (Figure.1.1.2) ( Lounis et al. , 20 15). 
La simple stéatose est bénigne. Cepe ndant , la stéatohépat ite est la forme de stéatose 
qui peut progresser en cirrhose et même en carcinome hépatoce llula ire (1-ICC) . Un 
modèle de progression a été proposé pour la première fois par Day et ses 
collaborateurs appe lé le « two hits hypothes is » ou hypothèse à deux étapes (Day et 
James, 1998). La premi ère éta pe est un e accu mulation de TG dans les hépatocytes, 
a lors que la deuxième étape consiste en la présence d ' une inflammat ion assoc iée du e 
à une au gmentation de la product ion de cytokine pro-inllammato ires (Day et Ja mes, 
1998). Pendant plusieurs années, il a été considéré que les patients avec une simpl e 
stéatose hépatique montrent un e faib le progression vers la cirrhose a lors que les 
patients avec une stéatohépatite montre une progression hi sto logique et clinique 
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beaucoup plus rapide et cela associée à des complications semblables à une 
insuffisance hépatique (Mussa et al. , 2011). Cependant, une étude récente a montré 
que toutes les formes de stéatose hépatique augmentent significativement le risque de 
développer un HCC (Yki-Jarvinen, 2014). 
1.9 Modèles d'animaux pour la stéatose hépatique 
1.9.1 Modèles animaux pour la NAFLD 
Les chercheurs tentent de trouver un modèle animal efficace pour la NAFLD, qui 
imite les différents aspects pathogéniques et histologiques de la NAFLD (Kucera et 
Cervinkova, 2014). Les modèles animaux utilisés dans la littérature pour étudier la 
NAFLD sont soit obtenus à la suite d'une diète ou suite à des modifications 
génétiques (Kucera et Cervinkova, 2014) . 
1.9.1.1 La NAFLD induite par la diète 
Les modèles nutritionnels de NAFLD peuvent être classés en fonction des 
mécanismes moléculaires impliqués dans le développement de la stéatose hépatique 
(London et George, 2007). Le premier groupe inclus des modèles caractérisés par une 
augmentation de la captation des AG et/ou la lipogenèse de nova dans Je foie (diète 
riche en AG, diète riche en fructose et en sucrose, diète combinée (riche en gras et en 
sucre)) . Le deuxième groupe inclus les modèles avec une réduction de la sécrétion 
des lipides et de la ~-oxydation dans le foie (diète déficiente en méthionine et en 
choline, diète déficiente en L-acides aminés). 
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Figure 1.12. Représentation schématique de la progression de la stéatose 
hépatique. Comparaison schématique de la progression de la stéatose hépatique_ Ce 
schéma présente l'évolution à partir d ' un foie normal au carcinome hépatocellulaire, 
en passant par une simple stéatose, une stéatohépatite et une cirrhose. Les coupes 
histologiques microscopiques comparent l'histologie d 'un foie normal , un foie avec 
une stéatohépatite (gonflement) et une fibrose (caractérisée par une étape 
périveinulaire/péricellulaire) (Kanuri et Bergheim, 2013) . NASH: stéatohépatite non 
alcoolique, H&E : Hématoxyline et Éosine, MT : coloration Masson-trichrome( 
Lounis el al ., 20 15)-
a) Diète riche en gras (HFD) 
Lieber et ses collègues ont été les premiers à avoir utilisé une diète riche en gras 
(71% de 1 'énergie provient des acides gras, 11% des carbohydrates et 18% des 
protéines) comme modèle pour la stéatohépatite (Lieber et al. , 2004) . Des rats nourris 
avec cette diète pendant 3 semaines montrent une élévation du taux plasmatique 
d'insü!inc rcflétânt une insülino-résistânce. De p!üs, ces rats d~veloppent üne stéâtose 
hépatique caractérisée par une augmentation du contenu hépatique comparé à des rats 
nourris avec une diète standard (35% de gras, 27% carbohydrates et 18 % de 
protéines) . Une autre étude a aussi montré que l'administration d'une diète riche en 
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gras (60% des calor ies proviennent des AG) cause une stéato hépat ite chez des souri s 
mâles C57BL/6J (lto , M. et al. , 2007). En effet, la sura limentat io n des souri s 
C57BL/6J induit une obés ité (7 1% des souris deviennent obèses), une augmentation 
du gras viscéra l, une hyperglycémie, une hyper-lipidémie, une into léra nce a u glucose 
et une insulino-résistance. Cependant, seu lement la moitié des animaux développent 
une stéatohépatite (Takahashi , Soej ima et Fukusato, 20 12). 
b) Diète riche en fi·uctose 
Les mod èles animaux nourri s avec un e diète riche en fructose sont considérés comme 
de très bons modèles pour l'étud e du syndrome métabolique. 
Des rats W ista r nourris avec une diète ri che en fructose (70% vs 0% pour le contrôle) 
pendant 5 semaines développent un e stéatose hépatique micro-vésiculaire majeu re, 
une inflammation intralobulaire, un e augmentat ion de l' index hépatique (poids de 
foie/ poids total de la souri s) et un e augmentation de la concentration hépatique de 
TG co mparé aux rats contrôles (Kawasaki et al. , 2009) . De plus ces rats montrent une 
augmentation de l' expression de l'interleukin e-6 ([L-6) et de TNF-a dans le foie. 
Chez la souris, l'ajout de 30% de fhtctose dans l'eau pendant 8 semaines induit aussi 
une augmentation du contenu hépatique en TG, une stéatose hépatique avancée et un 
ga in de poids considérab le par rappot1 aux souri s contrôles (Spruss et al. , 2009). 
c) Diète déficiente en méthionine et choline (MCD) 
La diète déficiente e n méthionine et cho line est une diète qui contient 40% de sucrose 
et 10% d' AG mais e ll e est déficiente en méthionine et en choline qui sont des 
nutriments essent iels pour la ~-oxydation et la production de VLDL dans le foie 
(Takahash i, Soejima et Fukusato, 20 12) . En effet, les bases azotées so nt des donneurs 
de groupement méthyl (Choline, méthionine .. . ) pour la synthèse des phospholipides 
(Anstee et Goldin , 2006) . Ceci induit un dépôt d ' AG dan s le foie , un stress oxydatif 
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et un e aug mentatio n de l 'express io n des interleukin es et des cytokines hépatiqu es 
induisa nt a in si des lés ions hépatiques (Takahashi, Soejima et Fukusato, 20 12). La 
diète MCD est la diète qui induit le plu s de dommage au fo ie (i nflammation sévère, 
stress oxydat if, dommage mitochondrial , apoptose et fibrogé nèse) co mparée aux 
autres types de di ètes (Takahashi , Soej ima et Fukusa to, 20 12). Cependant, 
l' inconvéni ent de cette diète est que le profi l métabo liqu e du modèle est à l'opposé du 
pro fil hu ma in . E n effet, les souri s nourri es avec un e diète MCD mo ntrent un e perte de 
po ids signifi ca tive (plus de 20% de perte de poids après 3 semaines de di ète, un e 
fa ible g lycémie à jeun, un tau x dï nsulin e et de leptine sérique bas et un ta ux 
inchangé ou augmenté d 'adiponectine (Taka hashi , Soej ima et Fukusato, 20 12) . Afin 
d 'év iter cela , des souri s génétiquement mod ifiées (ob/ob et db/db) ont été utili sées 
pui s soumi ses à cette di ète. 
1.9.1.2 Les animaux génétiq uement modifiés 
P lu sieurs modèles de souri s génétiqu ement modifiées ont été utili sés pour étudier la 
NAFLD. Leurs caractéristiques so nt résumées dans le Tableau .1.2 (modifiée de 
(Wi ll ebrords et al. , 20 15). 
. :; · ·~ 
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Tableau 1.2. Modèles génétiques de NAFLD. 
• Leptin déficientes: ob/ob Hyperphagie -(Lindstrom, 2007) 
- Obésité 
Déficientes aux récepteur - lR • Hyper insu linémi e -
de la lepti ne: db/db 
- Hyperglycémie (Wortha m et al. , 2008) 
- Stéatose Hépatique 
• CD36- /- - Augmentation du taux 
plasmatique d'acides 
(Febbraioetal., 1999) gras et de TG 
MC4 -/-
- NASH 
• 
- Obésité 
- IR (ltoh et al. , 20 11) 
- Dyslipidémie 
Souris • SREBPla+/+ 
- Stéatose 
(Shimano et al., 1996) - Hyperphagie 
- Stéatose 
- IR 
• SR.EB P 1 c+/+ Augmentation des -
(Sh imomura et al. , 1 999) taux de TG 
• PP ARa-/-
- Stéatose hépatique 
(Reddy, 2001) sévère 
• MTPa-/-
(! bdah et al. 2001) - Stéatose 
- Stéatose 
• MTPa+/- - IR 
(Ibdah et al. , 2005) 
·-. ·------···--·- - --------··--·---
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• AOX -1- - Stéatose micro 
vésicul a ire 
(Fa n etal., 1996) - NASH 
• PTEN -/-
- Stéatose 
(Hori e et al. , 2004) - NASH 
- HCC 
• MAT I A -1- Stéatose -
(Marti nez-Chantar al. , - NASH et HCC -
2002) 
• AdipoR I -/-Ad ipoR2 -/-
- IR Moyen ne 
(Liu , Y. et al. , 2007) - IR Moyenne 
- Augmentatio n des TG 
• Adi poR I -/- /R2-/ - - Stress O xydatif 
- Stéatose 
(Yamauchi et al. , 2007) 
1L6 -/-
- Obésité 
• 
- Stéatose 
- NASH (Matthews et al. , 201 0) 
- IR 
FXR -/- - Méta bo li sme des • 
• LDLr -/-
lipi des et du 
cho lestérol a ltéré 
• LDLr -/- /FXR -/- Stéatose macro -
vés icul a ire (Kong et al. , 2009) 
- lntl ammation 
• PECAMl -/-
- Stéatose mi cro 
(Goei et al., 2ûû 7) vés iculaire 
• CBS+/- CBS -/ - - Inflammation 
- Fibrose 
(Robert et al., 2005) - Stéatose 
- -------------· -
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• p62+/+ - Cho lestéro l hépat iqu e 
élevé 
(Simon etal., 20 14) - Ta ux de AGMI élevé 
• PNPLA3/ J 48Mva ri ant 
- Taux de TG élevé 
(S magr is er al. , 20 15) 
• ApoE2+/+ 
- Stéatose H épatique 
(Garcia Caraba ll o et al. , 20 14) 
fa /fa Zucker rat - Obésité • Rats - Stéatose Hépatique 
1 
- IR (Gary-Bobo et al. , 2007) 
- Hyperglycém ie 
• GMPS mutant 
(Nussbaum et al. , 20 13) 
CBR J+/+ - Taux de TG élevé • 
- Accumul ation de 
Poissons (Pai et al. , 201 3) lipides 
- Accumu latio n de 
Zèbres lipides 
1 
• YYl +/+ 
- Stéatose Hépatique 
(Her eta/. , 20 13) macro vésicula ire-balooning 
• CDIPT -/-
(Thakureta/. , 20 11 ) 
. " Ce représente les différents modèles an tmaux généttquement modtfïés qut o nt été 
ut ili sés pour étudier la NAFLD (mod ifi é de (W ill ebrord s et al. , 20 15)). 
Abréviat ion : AdipoR, Récepteur de l' adiponéctine; AOX, acyl-coenzyme A oxydase; 
ApoE, Apo lipoprotéine E; CBS, Cystathionine -b-synthase; CBR, récepteur de la 
cannabinoide ; CD36, clu ster of differentiation 36; CDIPT, CDP-d iacylglycéro l-
inosito l 3-phosphatidy ltran sfèrase ; FXR, Üt rneso id X recepteu r; GMPS, guanos ine 
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mono phosphate synthétase; HCC, Carcinome hépatocellul aire; HFD, di ète ri che en 
gras· TL-6, interleukine-6 ; IR, résistance à l' in suline; LDL(r) récepteur à la 
lipoprotéine à faib le densité ; MC4, mélanocortine 4; MAT, méthi onine adenosyl 
transférase; MTP, mitochondrial trifunctional protein ; NASJ-1 , stéato hépatite ; PPAR, 
perox1some pro liferator-activated receptor; PECAM, molécul e d 'adhésion 
plaquettaire et end othéli ale; PNPLA patatin -like phosphol ipid domain -conta ining 
protei n; PTEN, hepatocyte-specific phosphatase and tensin homolog; SREB P, sterol 
regulatory-element bind ing protein ; TG, tri glycéride; YY, ying ya ng. 
1.9.2 Modèles d ' animaux pour l' AFLD 
1.9.2.1 Souris sauvages nourries à l'alcool 
L' AFLD peut être induite de différentes façons chez les animaux. L' alcoo l peut-être 
ad mini stré par diJJërentes méthodes indui sa nt des effets hépatiques variab les 
(Tableau.1.3) . 
-----------------------------------------------------------, 
Tabl~au 1.3. Différentes méthodes utilisées pour induire une AFLD. 
E au Ad 
ibitum+éthanol (Sun et 
al. , 20 10 ; Ta n, 
Crawford, Jaskowski, 
Murphy, et al. , 20 13). 
Diète liquide (Lieber-
DeCarli) Ad libitum+ 
Éthanol (Ha n et al. , 
20 13; Hu, M. et al. , 
2013). 
Gavage aigu (Berto la, 
Park et Gao, 20 13 ; Zhu 
eta/. ,2011) . 
Ad libitum + gavage 
(Bertola et al. , 20 13 ; 
Ki et al., 20 10). 
Infusion Intra 
gastrique (Ji , Chan et 
Kap lowitz, 2006 ; Ji , 
Deng et Kap lowitz, 
2004) . 
Fo ie normal ou stéatose 
hépat iqu e moyenne 
Stéatose hé patiqu e 
modérée (micro-stéatose 
ou macro-stéatose 
seulement) 
Une stéatose hépatique 
modérée avec 
infl a mmation seulement 
Infiltration des 
neutrophil es dans le fo ie. 
Stéatose avec des foyers 
occasionnels nécrosés 
ma is pas de fibrose 
Stéatose hépatiqu e 
sévère avec 
infl a mmati on, nécrose et 
act ivation hépatique des 
cellul es satell itaires 
Ne dépa sse pas 
1601U/L 
Peut atteindre 
3501U/L pour 
des protocoles 
long (p lu s que 4 
sema in es) 
Une 
augmentation 
de 30 à 50 lU/L 
par rapport aux 
contrôles 
Plus que 
2701U/L 
Plus qu e 
450 lU/L 
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Facile à 
ad mini strer 
Facile à 
admin istrer, 
diète 
spéciale 
ex igée 
Le gavage 
est stressant 
pour les 
a111maux 
Le gavage 
est stressa nt 
pour les 
animaux 
Spéciali ste 
dans la 
chi ru rg i e est 
exigé . 
Matériaux 
dispendieux. 
Un sui vi 
réguli er est 
exigé. 
Protocoles utilisées pour l'étude de l' AFL D (mod ifi é de (W il kin et al. , 20 16) . 
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1.9.2.2 Animaux génétiquement modifiés utilisés pour l' AFLD 
Des an imau x génétiquement mod ifi és ont été utilisés pour l'étude de l' AFLD . Ces 
anima ux utilisés sont des principa lement des souri s transgén iqu es pour différents 
gènes intlammatoires ou imp liqués dans le méta boli sme des lipides. Les principaux 
modèles utilisés sont résumés dans le suivant (Tableau.1.4) (W ilkin et al., 2016). 
Tableau 1.4. Résumé des principaux modèles de sou ris génétiquement modifiés 
utilisés pour l'étude de l' AFLD. 
ADH Hépatique 
déficience, nourries ad 
libitum diète LdC avec. 
1%, 2%, ou 3.5% EtOH 
(Kapha li a etal. , 20 10). 
Souris BiP déficientes 
(heavy chain 
immunoglobu lin bind ing 
protein/Grp78) + di ète 
riche en gras ad libitum +4 
g a lcool/kg poids de souris 
dans la diète (Han et al. , 
20 13) . 
Les souri s C HOP 
déf~cientes nourries pa r 
in-h1 <: Î'"'n ;,"''tl·~ n-~c:h·Î nliP 
. .. . .... .... . '-' '' . ............. b .... ... ... . ..., ..... -
avec une diète riche en 
gras + 1 8g/kg à 29g/kg par 
jour d'alcoo l pendant 4 
semaines (Ji er al., 2005). 
ADH cata lyse 1 ' oxydatio n 
de l'éthanol la voie 
principale du méta bolisme 
de l'a lcool lors d ' un abus 
chron ique d'a lcoo l. 
BiP participe de façon 
d irecte ou indirecte au 
repliement et à la maturation 
des protéines sécrétées et 
membranaires, à la 
dégradation des protéines 
endommagées. E ll es servent 
comme modèles pour le 
stress du RE. 
CHOP est un régul ateur 
transcriptionnel imp li qué 
dans l'apoptose indui te par 
un stre s du RE. 
Pas de stress oxyda tif ni 
d ' infl am mation. 
Présence de macro-
stéatose en réponse à 
3,5% d 'éthanol dans la 
diète chez les so uri s 
déficentes compa ré aux 
souri s contrô les. 
Les souri s BiP 
défic ientes seulement 
nourri es avec la diète 
supplémentée d'éthanol 
développent un HCC, 
suggérant que pl usieu rs 
é léments so nt 
nécessa ires pour le 
développement de 
I' HCC. 
Les souris CHO P 
déficientes ne 
déve loppe nt pas de 
stéatose et un taux de Tg 
hépat iqu es bas. Les 
contrôles ont une 
stéatose importante. 
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Les souri s Cyp2el 
déficientes sont nourri es L' a lcoo l induit l' expression Stéatose hépatique par infu sio n gastr iqu e avec moyenne, un e faible 
une diète riche en gras + de Cyp2e 1 ( cytochrome infla mmation et nécrose P450) dans les hépatocytes 14g/kg à 28g/kg par jour 
et se mble corréler avec un dans les souri s d 'alcoo l pendant 4 dommage hépatique. déficientes comparé aux 
sema in es (Ko no et al. , souri s contrôles. 
1999). 
Gsta4-4 est une enzyme de 
Les souri s doubl e détox ifica tion qui é limine Les souris déficientes 
défici entes Gsta4-4/Ppar-a. les toxines via le glutathi on développent une stéatose 
,sont nou rri es ad libitum conjugué. Ppar-a. est hépatique, une 
avec 5% étha no l/LdC récepteur qui régule infla mmati on 
pendant 40 jours (Roni s et l' inflammation et le significative, nécrose et 
al. , 20 15). métabo li sme des 1 i pi des une fibrose. 
dans le foie (~-oxydation). 
Des souri s Hfe défi c ientes, 
nourri es avec un e diète 
riche en gras et ea u ad Les souri s déficientes 
libitum+ HFD et 20% Modèle utili sé pour la développent une 
d a lcool ad libitum (v/v) surcharge en fer stéatohépat ite sévère 
pendant 8 semaines (Tan, (Hémochromatose). avec une 1·i bro se 
Crawford, Jaskowski , sig nificative. 
Subra mania m, et al. , 
20 13). 
HIF est un régul ateur de 
Souri s H ifl a déficientes, l' hypox ie qui contraient Les souri s déficie ntes 
6% d ' éthano l dans une l'expression de gènes développent une stéatose impliquès dan s di éte LdC pendant 4 
l' ang iogènese, le sévère, un ta ux sérique 
sema ines (N ishiya ma et développement cel lul a ire et é levé de cholestérol et 
a/. , 20 12). la su rvie, le métabo li sme du de TG 
g lucose et l' invasion 
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Souri s Li pin 1 dé fi c ientes 
nourries avec un e di ète 
fa ibl e en gras LdC avec 
ajout d 'a lcoo l penda nt 4 
semaines (Hu , M. et al. , 
20 13). 
ouris rt2 dé fi c ientes 
nourri es ad libitum avec 
une di ète LdC contenant 
2 .1% (v/v) d 'a lcoo l 
pendant les 3 premi ers 
jours, 4 .2% 3 j ours 
suivants et 6.3 % ju squ' à ce 
qu e les souri s devi enn ent 
moura ntes (4 à 7 j ours) 
(Lami e et al. , 2008). 
So uri s PP AR-a. dé fi c ientes 
nourri es avec un e di éte 
Ld c a vec 4% d 'éthano l 
penda nt 6 mo i (Li , H . H. 
eta/. ,201 4) 
Les sour i SR EBP- 1 c 
défi c ientes so nt nourri es 
par infu sion in tra ga tr ique 
avec une d iète riche en 
o·,·- s 1 1 o _~ / 1 -- -l ' ' 1 ba · • 1 o;:,n\g u & 1C00 1 paï 
j our pui s 29g/kg d ' a lcoo l 
pendant 4 sema in es (.1 i, 
Cha n et Kaplowitz, 2006) . 
, 
La Lipin -1 est requi se pour 
la di ffé renciati on 
adipocytaire et j ouera it un 
rô le de coactivateur 
tran scriptionne l nu cléa ire 
des PPAR modulant 
l'express ion des gè nes 
impliquès da ns le 
métaboli sme li pidique. 
Nrt2 est facteur de 
transcription qui protège 
contre le stress oxydant. 
PP AR-o. stimul e le 
catabo li sme des ac ides gras 
à j eun. 
Les facteurs de tra nscri pt ion 
SR.EBPs sont st imul és pa r 
l'a lcoo l dans le fo ie. Il ont 
un rôfe essentiel dâ ns le 
métaboli sme des TG et du 
cholestèro l da ns le foie . 
Les souri s Lipin 1 
défi cientes produi sent 90 
U/L d ' AL T avec fibrose 
après 4 semai nes de 
di ète. 
Le taux d. AL T a tteint 1 
3000 U/L associé à un e l 
stéa tose hé patique avec 
un nombre é levé de 
cel lu les de Kuppfer 
(macrophages du foi e) 
chez les souri s 
défi cientes comparé aux 
souri s contrôles. 1 
Les souri s défici entes 
déve loppent une fi brose 
après une di ète avec 
aj out d 'étha no l de 4 à 6 
moi s, avec une stéatose 
sévère et une infiltrati o n 
de cellul es 
infla mmatoires. 
Le taux d ' AL T 
augmente plus qu e 
118LU/L dans les souri s 
sa uva ges al ors qu e chez 1 
les souri s Srebp- 1 c 
dé fi ciente il ne dépasse 
pas 80 1 U/L. 
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Les sour is Stat3 défi cientes Stat3 est impliqu é dans 
sont nourri es avec un e l'activati on de la cytokine Les souri s Stat3 
di ète ad libitum LdC avec lL-22 qui j oue un rô le dans défi cientes montrent des 
5% d ' a lcoo l pendant 10 l' homéostas ie cellul a ire et le taux d ' AST (4501U/L) et 
jours, sui vi d ' un gavage contrôle des infecti ons d' AL T (3 00f U/ L) et un e 
avec 5g/kg d ' a lcoo l (K i et bactériennes et la réparation mi cro stéatose. 
al. , 201 0). ti ssula ire. 
Les souri s TNFR 1 TNF-a est sécrétée par les Les souri s TNF RI défi cientes sont nourries défi cientes montrent des 
par infu sion intra gastriqu e cellules de Kuppfer et j oue taux peu élevé d ' AL T 
avec une d iète ri che en un rô le im portant dans les (45 vs 1 15 U/L), un 
gras contenant 18 g/kg à 29 premi ers stades de I' AFL D. fa ibl e taux de TG Son effet est arrêté si son g/kg par jour pendant 4 
récepteur (TNFRI) est hépatique (0.27 vs 0 .34 
sema ine (Ji , Deng et mg/ mg) et peu de foye rs 
Kaplowitz, 2004). défi c ient. inflammatoires. 
Princ ipaux modèles de souri s utili sées pour l' étud e de l' AFLD (modifi é de ( Wilkin et 
al. , 20 1 6)). 
Abrév iati ons : ADH , a lcool déhydrogénase; ALD, stéatose hpatqu e a lcoo lique; AL T, 
a lanine aminotransfèrase; AST , aspartate aminotransférase, BAL, taux sanguin 
d' a lcoo l; CH OP, proté ine homologue de C/EBP (29 kDa); ER, Rét iculum 
endoplasmique; Gsta4 -4, g lu tathi one S-transfèrase A4 -4; HCC, carcinome hépato 
cellul a ire; HlF , facteur inductibl e de l' hypoxie; LdC, L ieber deCarli ; Nrf2 , facteur 
nu cléa ire érythroides 2; Ppar, peroxisome proliferator acti va ted receptor; SREB P, 
sterol response element bind in g protein; TNF -a , tu mor necrosis facto r-a· WT, 
sauvages. 
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1.10 Traitements de la stéatose hépatique 
La stéatose hépatique est généra lement asy mptomatiqu e, surtout durant les premi ers 
stades d 'évo lu tion, et pourra it être envi sagée seul ement à l' a ide d ' ana lyses 
bi ochi miques sanguines (AST, AL T) (Ress et Kaser, 20 16). Durant les dernières 
années, les ava nces en matière de tra itement pour la stéatose hépat ique ont été très 
lentes et il n ' existe pas à ce j our un tra itement pharmaco logique qui c ible a ussi bien la 
stéatose non a lcoo lique que la stéa tose a lcoo li que. D e nos j ours, la prise a limenta ire 
·non équili brée (à l' ori gine de la N AF LD) est parfois associée à un e forte pri se 
d ' a lcoo l (à l'ori g ine de la AFL D) (Suk, Kim et Ba ik, 201 4). 11 sera it a lo rs intéressant 
de trouver une c ibl e thérap eutiqu e ou un médica ment qui pourra it agir su r to ute fo rm e 
de stéatose hépatique. 
1.10.1 Tt·aitements pour la NAFLD 
Aucun tra itement n ' a été a pprouvé jusqu ' à maintena nt pour le tra itement de la 
NAFLD. La stéatose hépa tiqu e a été d 'a bord cons idérée co mm e une co mpli ca tion 
du e à d' autres troubl e métaboliqu e. co mm e l'obésité ou le d iabète, ma is actue ll ement 
,éta nt donn é qu e cette ma lad ie peux a ppara ître chez des personnes qui ne souffi·ent 
pas de troubl es métaboliqu es, les chercheurs et les clini c iens co nsidèrent la NAFLD 
comme un e ma ladi e à part entière (Ratziu , Goodma n et Sa nya l, 20 15) . Un autre 
obstacle qui ex pliquera it l'absence d ' une thérapie méd icamenteuse effi cace est qu e 
certa ines théra pi es pharmaco logiques so nt efficaces chez les ro ngeurs et non chez 
l' huma in (W il k in etal., 20 16). Ceci est probab leme nt due aux d ifférences q ui exi stent 
entre la pathogénèse de la NAFLD chez ces espèces (Ra tz iu , Goodm a n et Sanya l, 
20 15 ). Cependa nt, certa ines stratégies théra peutiqu es sont utili sées actue ll ement pour 
ra lentir la progression de la ma ladi e . 
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a) Changements du mode de v ie e t de l' a limentati o n 
Généra lement les pa ti ents atteints de N A FLD n'ont pas un mode de v ie sain. Celui-ci 
est souvent assoc ié à un e a limentati on déséquilibrée caractéri sée pa r une 
consom mation é levée de sucre et de gras et une fa ibl e quanti té de tibres et de 
vita min es associée à un a bsence ou rédu cti o n d ' une acti vité phys iqu e qu otidi enne 
(Ra tz iu , Good ma n et Sanyal , 201 5). Il a été démontré dans des étud es précédentes 
qu 'un e tà ibl e perte de po id s induit une diminutio n significati ve du gras hépatique et 
une a méliorati on de la réponse à l' in sulin e (P etersson et al., 2009 ; Promrat et al., 
2010). En effet, il a été montré qu ' une rédu ction de 7% du po ids tota l induit une 
améli oration sig nifica ti ve de la stéatohépatite, du do mmage du fo ie (go nfl ement) et 
une réduction de l' infl a mmati on lobula ire associée (Promrat et al. , 201 0). 
La perte de po ids est généra lement induite pa r une rédu cti o n des calori es 
consommées. Pour cela, il est nécessa ire d ' avoir un e a limentatio n équilib rée e n 
favo ri sa nt certa ines types d ' a liments pa r rapport à d 'autres (Suk, K im et Ba ik, 201 4) . 
En effet, un e étude a mo ntré qu e le régime méditerranéen (fruits, légumes et huil e 
d ' o live) rédui t le taux de gras hé patiqu e et a méliore la réponse à l' in suline 
indépenda mm ent de la perte de po id s (Rya n et al., 201 3) . Ces observations prouvent 
l' importa nce des AG MJ et des AG po lyinsa turés (PUFA) da ns le déve loppement de 
la NAFLD . 
D e plu s, des études chez l' huma in et la souri s o nt montré qu e l' act ivité ph ysique 
indui t un e dimin ut io n de l' accumul ation des ac ides gras da ns le fo ie, une a méli orati on 
de la sensibili té à l' insuline et une augmentation de la ~ -oxydati o n via une 
augmentat ion de la phosphory lation de 1 'AMPK (Berz igotti , Sara n et Dufour, 201 6 ; 
Cho et al., 20 16 ; La voie et Pighon , 20 12). 
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b) Thérapies pharmacologiques 
A ce jour, il n' ex iste pas de traitement pharmacologique spécitique pour la NAFLD 
(Muntea nu , Nagy et Mircea, 20 16) . Cependant, certain s médicaments sont utili sés 
pour la NAFLD (Tableau.1.5). De plu s, plu sieurs pays développés ne recommandent 
des traitements pharmacologiques qu' aux perso nnes soufl'i·a nt d' un e stéa tohépatite 
prouvée par une biopsie. 
Tableau 1.5. Principales thérapies pharmacologiques utilisées dans la NAFLD. 
Thiazolinediones Diminuti on des 
(TZD) (Lutchman et Active PP AR -y AGL augmentati on 
al., 2007). de l' adipogenèse. 
Cibl e les Amélioration de la 
mitochondries en sensibilité à 
stimulant la~- l' in suline, 
Metformine (Mazza oxydati on et augmentation de la 
et al., 20 12) . l'acti vité du ~-oxyda ti on . Perte 
Traitements 
pyru va te kinase et de poids et 
pour la RI 
diminue la diminuti on des 
lipogenèse. lipides hépatiqu e. 
Améli orati on de la 
Stimulent la sensibilité à 
Mimes les Inc1·étines production de 
l' in suline, 
(Gip, GLP-1) l' in suline par les augmentati on de la ~-oxyda ti on . Perte (Ke nn y et al. , 201 0). ce llul es~ de poids et pancréa tiques diminution du gras 
hépati que. 
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Perte de 30% du 
Orlistat (Zelber-Sagi Inhibe la lipa se poids. Diminution 
et al. , 2006). pancréatique et des transamina ses gastriqu e. et des 1 ipides 
hépatiqu es 
Médicaments Sibutramine (Araujo Inhibe la recapture Augmente la pour la perte de 
et Martel, 20 12). de la sérotonine et satiété et induit une poids de la noradrénaline. perte de poids. 
Diminution des 
Statines (de Keyser Inhibe la HMG- taux d'ASTet CoA réductase. ALT, de la stéatose 
et al., 20 14). 
et de 
1' inflammation. 
Inhibe l' activité 
Pen toxifyllines (Zei n Inhibe la synthèse des enzymes 
et al. , 2011 ). de TNFa hépatiques et de l'inflammation 
associée. 
1 
Acide billiare 
Acide hydrophile qui a Diminu e le taux U rsodésoxycholique des propriétés de d'ASTet réduit la Agents (UDCA) (Ratziu et Stabilisation de la 
stéatose. 
cytoprotecteu rs a/. , 20 11 ). membrane et de 
et Antioxydants protection. 
·--·-··-···-·--......... , ___ ·····----·---r--·---·-·--···-· 
Diminution de 
l' acti vat ion des 
Tochophérol : Inhibe l' expression ce llul es VitamineE intra-hépatiqu e de sate llitaire , (Harrison et al. , TGF-~. diminution de 2003). 1' inflammation 
associée, diminue 
la stéatose. 
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N -acétylcysteine 
Diminu e le stress Diminue le taux 
oxydant en d' ASTet ALT 
(Pas tor et al. , 199 7). augmentant le taux protégeant le foie 
de g lutathi onne. contre le stress 
oxydant. 
Diminue 
1' i nflammatio 11 
An tibiotiques 
associée à la 
et pro biotiques Anti bactéri ens. stéatose 
(A ller et al., 201 1 ). probab lement en diminuant le taux 
de TNF-a. et 
d' interl eukines. 
Liga nd de FXR 
indui sant une ' 
augmentation 
spécifique de plus 
de 1 00 fo is de 
l'activité de Augmente la 
Agoniste du FXR 
FXR.Cette sécrétion 
1 
Autres thérapies 
augmenat ion induit d' insuline, du taux 
(Mudaliar etal. , une meill eure de glucose et 
2013). sensibili té à augmente le 
l' insuline, régu le stockage des 
l' homéostasie du lipides da ns les 
glucose, modul e le adipocytes. 
métabo li sme des 
li pides et produit 
un effet anti-
i nfl a mm a toi res. 
Réduit les lipides 
Suppléments Acides gras 
hépatiqu es en 
d 'oméga-3 po lyinsaturés qui 
augmnetant la ~-
1 
1 (D asarathy et al. , 
aurai ent des effets oxydation des 
1 L_ 20 15). 
bénéfiques pour la acides gras eL tt t 
santé . améli orant la 
sensibi lité à 
-----:·-··----···- ·-· 
l'insuline. 
------
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Thérapies utili sées pour la NAFLD (modifi ée de (Martin-Dominguez et al., 20 13). 
1.10.2 Traitements pour l' AFLD 
1.10.2.1 Traitements non pharmacologiques 
La progression de l' AFLD peut être prévenue et révers ible si un traitement efficace 
est effectué lors des premiers stades de développement de la maladie. Comme pour la 
NAFLD, le problème est que l' AFLD est asy mptomatique et que les traitements sont 
peu efficaces à des stades ava ncés de la maladie (Suk, Ki m et Baik, 20 14). Dans les 
premiers stades de la maladie, il est possible d ' év iter la progression et auss i 
d ' inverser la pathologie par des moyens non pharmacologiques . Les tra itements non 
pharmacologiques sont l' abst inence et un régime a limentai re efficace (S uk, Kim et 
Baik, 20 14). En effet, l'abstinence imméd iate est l'option de traitement la plus 
efficace pour les patients atteints d ' AFLD (Borowsky, Strome et Lott, 198 1 ; 
Pessione et al. , 2003). L'abst inence a mé li ore le pronostic de survie des patients 
atte in ts d' AFLD et prévient la progression vers une cirrhose hépatique (Luca et al. , 
1997; Veldt et al. , 2002). 
De plus, il est essentiel d ' associer l' abstinence à une nutrition efficace. E n effet la 
ma lnutri tion est une cause majeure des compli cations associées à l' AFLD (Suk, Kim 
et Baik, 20 14). Une étude a montré qu ' un e suppl émenta tion nutriti onn elle (une 
nutriti on éq uilibrée apportant une quantité de ca lories adéq uate et contenant des 
protéines et des nutriments qui aident à la régénération des hépatocytes) à des patients 
atte ints d ' AFLD améliore la stéatose hépatique compa ré aux patients attei nts d ' AFLD 
et nourri es avec une di ète c lassique (Kearns et al. , 1 992). Une autre étude a montré 
que l' admin istration d ' une nutrition parentérale équilibrée (2000kcal/jour) à un 
groupe de patients atteints d ' une stéatohépa tite sévère induit un taux de morta 1 ité 
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semblable comparé à des patients traités avec un e thérapie médicamenteu se 
(stéroïdes) (Cabre et al., 2000). 
1.10.2.2 Traitements pharmaco logiques 
Plusieurs traitements pharmacologiques so nt utili sés actue ll ement pour le tra ite ment 
des AFLD (Suk, Kim et Baik, 20 14). Les principaux traitements utili sés so nt décrits 
ci -dessous. 
a) Les cotticostéroïdes 
Les corticostéroïdes sont les principaux tra itements utili sés pour traiter les 
stéatohépatites a lcooliques sévères. Les corti costéroïd es diminu ent l'i nfla mmat ion en 
rédu isa nt la transcriptio n des cytok ines pro-infla mmato ires comme TNF-a et IL-8. 
Les étud es sont contrad icto ires concernant l'efficacité de ces médi ca ments pour le 
traitement de 1 AFLD où seu leme nt 40% des patients traités avec les cort icostéroïd es 
montrent un e a méli oratio n de leur stéatose (Suk, Kim et Baik , 20 14). 
b) Pentox ify lline 
La pentoxifylline est un médicament utilisé co mm e tra itement a lternatif aux 
co rti costéroïdes. La pentoxifyline inhibe le taux d'adénosine phosphodiesterase et 
augmente le taux intracellul aire d 'adénosin e monophosphate cyclique (AMPc) 
indui sant une inhibitio n de l' expression des cytok ines pro -i nflammatoires des 
macrophages comme TNF -a (ûoherly el al., i 99 î ). 
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c) Anti-TNF-a 
Des agents anti-TNF-a (bl oqu eurs de TNF-a) ont été développés pour bl oqu er la 
cytokine maj eure impliquée dans l' AFLD. Deux agents (lnflix imab et eta nercept) ont 
été testés co mme thérapie de l' AFLD . Cependant, les essa is c lin iqu es o nt été a rrêtés 
rapide ment pour ces deux types de médica ments à ca use d ' une augmentat ion 
sig nifica ti ve de taux de motia li té et d ' infecti ons da ns le groupe tra ité avec 
1 in tli ximab (S uk, Kim et Ba ik, 201 4). 
d) A n ti -oxyda nts 
Plu s ieurs a nti oxydants (N-acetylcyste in e, Metadoxin) ont été utili sés pour le 
tra itement de l' AFLD . Ces médi ca ments a ident les patients atte ints d ' AFLD e n 
réd ui sa nt la progression de la maladie et de l' inflammation associée en diminuant le 
stress oxyda nt et la productio n de cytokines pro infla mmato ires te lles que le TNF -a 
(Ma rt in-Domi nguez et al., 20 1 3), ma is leur effi caci té n'est pas encore prouvée po ur 
tous les stades de I'AFLD (Suk, Kim et Baik, 201 4). 
1.11 Problématiques et objectifs 
La stéatose hépat ique est un problème de santé publique. C ' est un e ma lad ie qui est en 
nette progress io n da ns le monde et qui sera it à l' o ri gine d ' un taux de morta li té é levé. 
La stéa tose hépatique est généra lement divisée en deux g rands types : la stéatose no n 
a lcooliqu e et la stéatose a lcoo li que. JI n'ex iste pas à ce j our de tra itement qui agit 
efficacement contre cette ma ladi e et qui pourra it ra lentir la progression de toutes les 
formes de stéatose . 
Il a été démontré da ns des études précéde ntes qu e l' inhibi t ion de l'acti vité et de 
l'express ion de SCDl indu it une rés istance à l ' insta lla ti on de l' obésité et des troubl es 
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métabo liques assoc iés à l'obésité. En effet, les soun s SCD l défici entes ont une 
d iminution de l'adiposité lorsqu'e ll es sont nourries avec un e di ète rich e en gras. De 
plu s, au nivea u hépatique, l' inhibition de seo 1 induit une diminution de la 
lipogenèse, une augmentatio n de la ~-oxydation et une diminution de la sécrétio n des 
YLDL. 
Au niv ea u m olécul a ire, les sour is SCD 1 déficientes montrent un e diminution des 
gènes im pl iqu és dan s la li pogenèse de novo et principa lement du facteur de 
tran scripti on SREB P-lc, et une augmentation de l'ex pression des gènes imp liqués 
dan s la ~-oxydation. Cepe ndant, les méca ni smes moléculaires induisant ces 
cha ngements molécu la ires ne sont pas encore connus. 
À la lumi ère de ce la, nous nous sommes intéressés à caractériser le rô le de SCD1 
dan s le déve lo ppement et la progression de diffé rents ty pes de stéatoses hépatiqu es 
hormi s la NAFLD. 
Pour répo ndre à cet obj ectif, nous avo ns dans un premier temps caractérisé les 
méca ni smes molécula ire indui sant un e diminution la lipogenèse de novo et 
l" augmenta ti o n de la B-oxydation dans les souris seo 1 déficientes. SREBP -1 c est un 
facteur de transcript io n qui active l' expression des gènes lipogéniqu es (ACC, FAS, 
SC Dl et SREBP lui-m ême). L'inhibition de son expression observée da ns les souri s 
SCD 1 dé fi cientes suggère qu ' il existe un rétrocontrôle de SCD1 sur SREB P. Nou s 
avo ns focalisé notre étude sur la compréhensio n des mécani smes mo lécul a ires 
indui sa nt l' inhibi tion de SREBP dans les hépatocytes en cul ture où SCD 1 a été inhibé 
et da ns des modèles de souri s seo 1 déficientes et exprimant lï soform e de la 
désaturase ynthéti sant so it de l' o léate soit du palmito léate. 
Dans un deuxième temps, nous nous so mmes intéressés à étudi er le rôle de SCD l 
dan s le développement et la progression de la stéatose hépatique da ns des hépatocytes 
déficients en Seip ine. Cette protéi ne est loca li sée sur le réticulum end opla smique et 
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l' inhibitio n de son ex pressiOn induit l'in sta llati on d ' une lipodystrophi e congénita le 
(BSCL2). Dans cette pat1ie de l' étude nous nous sommes intéressés en premi er li eu à 
ca ractéri ser le rô le de la Seipine dans le développement de la stéatose hépat ique chez 
ces patients. En deuxième li eu, nous nous somm es intéressés à l' effet de l' inh ibi tion 
de SCD 1 da ns des hépatocytes Sei pi ne défic ients da ns le but de diminu er la stéatose 
hépatiqu e associée. 
Notre troisiè me étu de a co nsisté à étudi er l' effet de l' inhibiti on de l' expression de 
SCD 1 dans le déve lo ppement de la téatose hépatique a lcooliqu e. Pour cela nous 
avo ns utili sé des souris SCD 1 défic ientes nourries avec une d iète fa ible en gras et en 
AGM I avec un aj out de 5% d' étha no l pendant 10 jours sui vi d ' un gavage avec 3 1% 
d 'étha nol le Il ème jour. 
NOTE : Da ns un so uc i de cla rté, les références de chacun des chapi tres et de l'annexe 
appara issent seul ement da ns la section des références globa les à la fin de la thèse. 
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Avant-propos 
L ' o bjectif de ce chapitre était de caractéri ser les mécani smes mo lécul a ires indui sant 
une diminuti on de la li pogenèse de novo et un e augmentation de la ~-oxydatio n dan s 
les cellul es hépatiq ues déticientes en SCD 1. En effet, de no mbreuses études o nt 
montré que des souri s SCD 1 déficientes so nt résista ntes à l' in sta ll ation de l' obés ité et 
d'une stéa tose hépatiqu e induites par une di ète ri che en g ras. Ces souri s montrent un e 
diminuti on de la lipogenèse de novo et une aug mentation de la ~-oxydation . 
Ce pendant, les méca ni smes mo lécul a ires à l'ori gine de ces modifications du 
métabo li sme lipidique da ns le foie restent obscurs. 
Dans des cellu les hépat iques, nous avons étudi é l' effet de l'inhibiti on de l'expressio n 
de SCDl sur le métabo li sme lipidique en absence ou en présence des di fférents 
AGM f produits par SCD l (o léate et palmitoléate). Nous avons étudi é dans des 
cellules HepG2 en culture l' effet des produits de SCDl sur la régulati on de SREBP-
1 c, un facteu r de tra nscripti on qui régul e l ' expression des gè nes lipogéniques (FAS, 
ACC, SCDl et SREBP). Atin de confirmer les résultats obtenus sur les cel lul es en 
culture, nous avons utilisé des souri s SCD I défic ientes et ces même so uri s mai s 
produisant spécifiquement so it de l'o léate (GLSS) ou soit du palmitoléate (GLS3). 
J'ai été impliqué dans toutes les facettes de ces travaux, de la conceptio n à 
l' é laboration du ma nu scrit en passant par la réali sat ion des expér iences. J'ai participé 
à l'éla boration de la totalité des expériences gu i ont permi s l' élaboration de toutes les 
figures. Les souri s ont été générées dans le laboratoire de Dr JM Ntambi pa r Maggie 
S. Burhans et j ' ai réali sé les ana lyses sur les tissus. J' a i participé avec le Dr C 
Mou ni er, Dr KF Bergeron et Dr JM Nta mbi à l'élaborati on des figures, l'a na lyse des 
résu lta ts et la rédaction du manuscrit. 
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2.1 Résumé 
La stéa royi-CoA désaturase 1 (SCDI ) j oue un rô le importa nt da ns le méta bo li sme des 
lipides da ns le fo ie. En effet, les AGMI synth ét isés par SCO 1 sont préférentie ll ement 
in corporés da ns les T G et les phospholipides. Les so uri s SCO 1 déficientes montrent 
des changements méta bo liques hépatiqu es caractéri sés pa r un e diminution de la 
lipogenèse de nova et une augmentatio n de la 0-oxydatio n. Les sou ri s SCO 1 
défi cientes montrent aussi une d iminu tion de l'expression et de la maturation de 
SR.EB P-l c, un facteur de tra nscr ipt ion qui régule les gènes lipogéniques. Cepe nda nt, 
les méca ni smes molécula ires impliqu és dans la diminuti on de la lipoge nèse de nova 
et surtout dans la régulati on de l'express io n et de la matura tio n de SREBP- l c et qu e 
l' augmentati on de la ~-oxyda ti o n chez les souris seo l défic ientes demeurent 
inco nnu s. Le but de notre étude éta it d ' identi fier les méca nis mes mo léculai res 
induisa nt ces modifi cati o ns. Pou r cela , dans un premier temps, nous avons inhibé 
l' express ion de SCD 1 da ns des ce llul es H epG2 afin d 'éva luer so n effet sur le 
métabo li sme des lipides (spécia lement de la li pogenèse de nova et la 0-oxydatio n). 
Dans un deuxième temps nous a vons étudi é l'effet de l'aj out de l 'o léate et de la 
pa lmito léate, produits de l' acti v ité de SCOI , sur la maturati on de SREBP -l c et la 
lipogenèse de nova sur des HepG2 en cul ture et en ut ili sant des souris seo 1 
déficientes (GKO) ou défi c ientes mais produi sant spéc ifique ment de l' o léa te (GLS5) 
ou du pa lmitoléate (G LS3) hépat ique. Nos résultats mo ntrent que l' augmentatio n de 
la 0-oxydation o bservée dans les cellul es SCOl défi c ientes sera it due à une 
augmentat ion du taux de P UFA ce llul a ire. N ous avons aussi montré pour la premi ère 
fo is que l'o léate hépat iqu e se li e directement à SREB P- 1 c afi n de fac il ite r sa 
maturation et sa transloca ti on vers le noyau. 
Mots clés : SCO 1, SRE BP -1 c, 0-oxyda ti on, PUF A, 0 léa te, Lipogenèse de nova 
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2.2 Abstract 
Stearoy l eoA desa turase l (SeDI) is a key player in lipid metaboli sm. SeDI 
catalyzes the synth esis of Mono-Unsaturated Fatty Acids (M UFA) . MUFA are then 
incorporatecl in tri glycerides (TG) a nd phospholipids (PL). Previous studi es showed 
that SeD I deficiency in mice induces metabolic changes in liver characte rized by a 
decrea se in de nova lipogenesis a nd an increase in ~-oxiclation. lnterestingly, SeD 1 
deficient mice showed a decrea se in the ex pressio n and maturation of the principa l 
lipogenic transcription factor SREBP-1 c. The mechanisms med iating the effect on de 
nova lipogenesis and ~-oxidation are still unknown. Using s iRNA, we eva lu ated the 
ro le ofSeDI o n de nova lipoge nes is and ~-oxidat i o n in HepG2. We al so used SeD I 
deficient mi ce and two stra ins of SeD 1 defici ent mi ce, which specifica ll y produce 
either oleate (GLS5) or palmitoleate (GLS3). We demonstrated that seo 1 deficient 
hepatocytes di sp layed increased ~-oxidation probably throug h a n increase in ce llular 
PUFA content. We also showed that changes in SREBP-Ic ex pression and maturation 
in seo 1 deficient ce ll s is due to the lack of o leate. lndeed, o leate suppl e mentation in 
culturecl cell s o r GLS5 mice partiall y restores the expression and the maturat ion of 
SREBP-Ic consequently increas in g hepatic de nova lipogenesis. Finally, we showed 
fo r the first ti me that o leate is necessary for SREBP -1 c tran slocat io n into nucl eus. 
Key words: seo 1, SREBP- l c, Oleate, de nova lipogenesis; ~-oxidation, PUF A. 
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2.3 Introduction 
De nova lipogenesis (DNL) is the metabo lic pathway that sy nth esizes fatty ac ids fi·om 
excess carbohydrates. These fatty acids can then be incorporated into triglycerides 
(TG) for energy storage. ln norm a l co nditions DNL mainl y takes pl ace in liver a nd 
ad ipose tissue (Stt·a bl e et Ntambi, 20 10). Pa lmitic acid (C l6:0), the predominant fatty 
acid generated by FAS, is desaturated by stea royi-CoA desaturase-1 (SCD-1) to 
produce pa lmitoleate (C16:1) o r it can be elongated to y ield stea ric acid (C 18:0). 
SCD - 1 catalyzes the conversion of stea roy i-CoA to oleoy l- CoA, which is a major 
su bstrate for TG sy nthes is. O leate (Cl 8:1) is formed as a result of desaturation of 
stearic acid and it is thought to be th e end product of de nova fatty acid sy nth esis 
(Dentin, Girard et Postic, 2005). 
D L is princ ipa lly medi ated by the membra ne-bound transcription factor, stero l 
receptor element binding protein-1 c (SREBP-1 c), whi ch tran sactivates severa! genes 
involved in lipid synthesis, suc h as acetyi -CoA carboxylase (ACC) , fatty ac id 
syntha se (FAS) , a nd stearoyi-CoA desaturase 1 (SCD-1) (Strable et Ntambi , 20 1 0). 
SREBP is initia lly synth esized as an inactive precursor and formed a complex with 
SCAP protein into ER memb rane. The retention ofthe SCAP-SREBP complex in th e 
ER membrane is med iated by an increase in the binding of SCAP to the Tn s ig protein 
and a decrease in the interaction of SCAP with the COPII vesicle-fonnation proteins 
Sar 1, Sec23 and Sec24 (Rawson, 2003a, 2003b). ln presence of hi gh leve! of stero ls, 
SCAP was enab le to bind stero ls inducing changes in hi s conformation a nd the 
formation of a SCAP-COPll complex in the ER. When SCAP binds to CO P the 
SCAP-SREBP co mplex travels to the Golgi where SR EBP precursor undergoes a 
sequential two-step proteolytic processing med iated by the site 1 (S 1 P) and site 2 
(S2P) proteases (Li, X. et al., 20 14). T hi s cleavage process can lead to the release of 
the transcriptionally act ive NH2-terminal domain of th e protein (- 68 kDa) in the 
Golgi apparatus. Once cleaved, SREBP is trans located into the nucleus where it can 
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bind to the stero l regulatory element (SR E) sequence prese nt in promoters/enha ncers 
of lipoge ni c genes ( including itself) acti vating th e ir tra nscripti on (Rawso n, 2003a, 
2003b). In su lin is a positi ve regul ato r of SR EBP-1 c ex pressio n through the acti vati on 
of the A KT/mT ORC 1 path way (Bakan et La pl ante, 20 12). Currently, it is still unc lea r 
ifSCAP or other prote in s in volved in SREB P process ing play a ro le as cellula r sensor 
for oth er fatty ac ids in s imil ar ma nn er as t hey do with stero ls. 
SRE BP I c act iv ity a lone is not suffi cie nt fo r the max ima l st im ulation of glycolytic 
and lipogeni c gene expression. Other tra nscripti on factors are a lso in vo lved in the 
regulati on of de novo lipogenes is such as LX R, carbohyd rate -respo nsive e lement-
binding prote in (ChR EBP), and fa rnesoid X rece ptor ( FXR) (Strable et N tambi , 
20 l 0). AMP-acti vated prote in kinase (AMPK) is a iso key in the regulation of de novo 
lipogenesis by directl y phosphory lat in g ACC, inducin g a decrease in hi s acti vity and 
co nsequently a redu cti on in de novo lipogenesis. T hi s a lso leads to an acti vation of [3-
ox idatio n throug h a n in crease in malony i-CoA co ncentratio n. ln addition, it was 
shown tha t AMPK a lso acti va tes fatty ac id ox idat io n through a direct 
phosphory lati o n and act ivati on of CPT -1 a nd CPT -2 (Ka hn et al. , 2005). 
seo 1 defic ient mi ce a re pro tected fro m di et-i ndu ced obes ity after feed ing with hi gh 
fat d i et or hi gh carbohydrate diet (Nta mbi et al. , 2002). SCD l ddicient mi ce (G KO) 
show a n increase in the express ion of genes impli ca ted in [3-oxidatio n (CPT-1 and 
PPA Ra) a nd a decrease in the express io n of severa ! genes impli ca ted in de novo 
lipogenesis such as FAS and ACC as weil as in th e express io n and matura tion of 
SREB P- Ic (M iyazak i, D obrzyn, Man, et al. , 2004; Nta mbi et al., 2002). ln add iti o n, 
ev idences suggest that AMPK plays a ro le in mediati ng so rne of the observed 
benefi c ia i effects observed in GKO m ice (Dobrzyn, P. et al. , 2004). ln fact, a 
decrease in the act ivity of AMPK was shown in GKO mi ce fed a c how di et. T he 
increase in AM P K phosp hory lation was associated vvith increased phosphorylat io n of 
ACC in ducin g a reduct ion in hi s acti vity (D obrzyn, P. et al., 2004). As ment ioned 
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above, a lower ACC activity decrea ses the intracellular leve! of ma lonyl-CoA leadi ng 
to inhibition of CPT -l and a reduction of ~-oxidation (Ka hn et al., 2005). 
Recently, Burhans et al developed models of mice with th e ab il ity to resto re hepatic 
o leate (GLS5) or palmitoleate (GLS3) synthesis in a GKO background . T he authors 
took advantages of substrates preferences for the huma n SCD5 (o leate) isoform and 
the mou se scd3 (pa lm ito leate) to generate specifie MUFA (Burhans et al. , 20 15). ln 
th is study, the authors showed that GLS5 but not GLS3 synthesis increased hepatic 
lipid accumul ation and ad ipos ity compared to GKO mice. A decrea se in de nova 
lipogenesis and ~-oxidat i on in wh ite adipose ti ssue (W AT) is a Iso specifically 
observed in the GLS5 mice. In another recent study, using t he sa me mou se model s, 
the au thors showed that GLS5 but not GLS3 fed 1 ipogenic di et (H igh fructose low fat 
diet o r hi g h carbohydrate diet) have a reduction in hepatic E R stress and 
inflammation compared to GKO mice . T he authors suggest that oleate specifica ll y 
induces th is effect through the increase in PGC-1 a expression (L iu, X. et al. , 20 16). 
To investi gate th e molecular mechan ism ofSREBP-1c maturati on a nd expression in 
response to SCD 1 defic iency, we transfected HepG2 ce li s with a SCO 1 si RN A or 
used a spec ifi e SCDI inhi bitor. We a lso used GKO, GLS3 a nd GLS5 mice. We 
showed here tha t o leate supp lementatio n in SCD 1 defi cient hepatocytes increases the 
expression and maturati on of SREBP-1 c. We observed an increase in SREBP-1 c 
maturation after o leate suppl ementation co mpared to pa lmitoleate. Our resu lts a lso 
suggest that oleate is essential for SREBP -l c maturation facilitatin g its tran slocation 
of into the nucleus w here it can activate lipogeni c genes express ions. We al so showed 
that SCD 1 defic iency in hepatocytes induced an increase in ~-ox i dation probably 
through an increase in PUFA content du e to a modification of lipid profil e aft:er 
seo 1 deficiency. 
J 
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2.4 Materials and methods 
2.4.1 Mice 
Mi ce were generated by Dr. N tambï s laboratory (U nivers ity of Wisco nsin, Madi so n, 
USA) a nd trea ted acco rdin g to loca l ethics co mmittee requirements . T he SCD5 and 
scd3 transgenes were crossed into th e Scdl g loba l knockout (G KO) C57 BL/6 
background to produce GKO liver-specifi c SCD5 (G LS5) a nd scd3 (G LS3) 
transgeni c mice, which produce hepati c o lea te and pa lmitoleate respecti ve! y (B urha ns 
et al., 201 5 ; L iu , X . et ai. , 201 6) . We used fi ve mi ce of ll-1 3 vveeks of age fro m 
each group : wildtype, GKO, GLS5 a nd GLS3. Mi ce were fed a chow di et since 
weanin g and fasted fo r 4 hours prior to ti ssue co ll ecti on. 
2.4.2 Cel! culture and treatments 
HepG2 cell s (AT CC) were cultured in EM EM medium suppl emented w ith lü% feta l 
bovine serum ( Wi sent) , IOOU/ ml penic illin and 100 j..tg/ml strepto rnycin (Li fe 
Techno logies). To inhibi t SC Dl expression, ce ll s were tra nsfected 24h usin g 
DharmaFECT4 reagent (Life Tec hno logies) wi th scrambled or SCDJ-targetin g 
siRNA (s12503, Li fe Technolog ies) according to the manufa cturer's in stru ctio ns 
(Li fe Tec hno logies) . T o mi mi e SCDl acti v ity, ce ll s were incu bated 24h w ith 1 ÜÜj..tM 
bov ine serum a lbumin (BSA) or 1 ÜÜf-LM o leate-BSA co nju gate (2 :1 o leate/BSA ratio; 
Sig ma-Aldrich). To inhibit SCD 1 act ivity, cell s were treated 24 h vvith 1 j..tM SCD l 
inhibi tor (A939572 , Biofine), as prev iously described (von Roe meling et al. , 20 13). 
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2.4.3 Lipid droplet imaging 
Aft:er siRNA tra nsfectio n a nd incubation with oleate, H epG2 cell s were fi xed w ith 
4% pa raforma ldehyde for 30 min. Lipid dropl ets were sta in ed us ing Bodipy 493/5 02 
( ! Jlg/ml ; Life Techno log ies) and nuclei usin g DA PI ( 1 ~Lg/ml ; Li fe Techno logies). 
F lu orescence was visua lized w ith a Nikon A l confoca l mi crosco pe. T he number a nd 
average size of L Ds per ce ll were quantifi ed w ith Fiji software us ing thresho ldin g 
iùn cti on. 
2.4.4 Qua ntitative reverse transcription-polymerase chain reaction (QPCR) 
Total RNA rrom ce ll s a nd mi ce livers were extracted usin g the T rizo l reagent (Life 
Techno logies), according to manu facturer's in structio ns. Tota l RNA (500ng) was 
reverse transcribed (SuperScript lT reverse tra nscriptase; Life Technologies) and 
quant itat ive rea l- time PCR was perfo rmed us in g SYBR Green 1 Master Mi x on a 
Lig htCycler 480 Rea l-Time PC R System (Roche A ppli ed Science) . Results are 
represented as arb itrary units indi cat in g re la ti ve ex pressions based on the comparative 
Ct (.0..0.C t) method. Data were norma li zed usi ng the housekeeping gene (HPRTJ) and 
expressed as fo ld changes re lat ive to co ntrol samples. 
2.4.5 Immunoblot analys is 
HepG2 ce ll s and mice li ve r cell s were lysed in RlPA bu ffer conta ining 0.1 mM PMSF 
and 1% of cO mpl ete protease inhi bitor (S igma-A ldri ch, Saint Loui s, USA). Protein s 
were denat ured at 95°C for 5m in, 30~Lg prote in/ lane was loaded o nto SDS-PAGE and 
im munoblot ana lyses were ca rr ied out using pr imary antibodies d iluated at 1 :1000 in 
(SREBP- l c (H- 160) (cat num : sc-8984, Santa Cru z), FAS (cat num : sc-55580 ,Sa nta 
76 
Cruz), ACC (Cat Num: 3662, Cell signalinig) , CD36 (Cat Num: ab78054 , Abcam), 
PPARy (Cat Num: 2435 ,Cell Signalin g) , PPARcx (Cat Num: sc-9000, Sa nta Cruz), 
CPT-1 (Cat Num: ab128 56 8, Abcam), GAPDH (Cat Num :5 174, Cel! S ig na ling), 
a.Tubulin (Cat N um : 2 144 , Cell Sig naling) a nd HDAC J (Cat N um: 5356, Cel! 
Signaling). After incubat ion , the membra nes were washed in 1 X PBS + 0,1% Tween 
and incubated with anti -mouse or ant i-rabbit horserad ish peroxidase-conjugated 
seco ndary antibod ies ( 1 :5000; Ce ll Signa ling Technology, Dan vers, USA) T he 
immunoreact ive bands were revealed by chemiluminescence (Mi lli pore, Billerica , 
USA) and using a chemi- lum inometer (FusionFX, Collegien, France). The Fiji 
software was used to quantify band intensity. 
2.4.6 Imm u nofluo rescence 
HepG2 ce ll s were tixed with 4% paraforma ldehyde a nd permeabi li zed with 0. 1% 
Triton X-1 00. Cell s were washed w ith PBS, blocked with 3% BSA in Tris-buffered 
sa line conta ini ng 1% Triton X -1 00 and th en in cu bated w ith an ti -SCD 1 (Abcam; 
mouse primary 1 :200) and ant i-SRE BP-1 c (Sa nta Cru z Biotech. ; rabbit primary 
1 :50). Ce ll s were washed with PBS and incubated with anti-rab bi t A lexa Fluor 488 
and anti-m ouse A lexa Fluor 647 (A bca m; goat secondary 1:1 000). The ce ll s were 
washed w ith PB S a nd images acquired using a Nikon A l confoca l microscope fitted 
w ith a 1 OOx oil immersio n lens. The nu cle i cyto plasm ratio of SREB P-1 c expression 
vva s then a na lyzed usin g the Intensity Ratio nuc!ei cytoplasm macro from Fiji 
software. 
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2.4.7 Lipid extraction and quantification using gas chromatography 
Cell s transfected with siRNA (as weil as corresponding contra is) were trypsinized for 
5mi n, col lected and spi n at 1200rpm for 5mi n to pellet hepatocytes. HepG2 cell 
pe ll ets were vvashed in 1 x PBS. Lipid extractions were conducted using previously 
described protocols (B 1 igh et Dy er, 1 959 ; Ralston et al., 20 14 ). Sam pies were 
ana lyzed using a 7890B gas chromatography system (Agi lent Technologies) with a 
tlame ionization detecter, and sampl es were separated on a J&W DBFFAP fused-
sili ca capillary column (1 Sm, 0.1 J.ll11 film thickness, 0.1 mm i.d. ; Agi lent 
Technologies) . Fatty acid peaks were identifi ed by comparison with retention times 
of fatty acid methyl ester standards. To est imate SCDl activity, we calculated the 
product-to-precursor fatty acid ratio (i.e., 18:1 n9/l8:0 and 16: 1 n7/ 1 6:0), as previously 
reported (Attie et al. , 2002 ; Fernandez et al., 2011 ). Fatty ac id data were normali zed 
to protein concentrations for each treatment condition and reported as ).lg fatty acid 
per ~Lg/ ).!1 protei n. 
2.4.8 Fatty acid uptalœ 
Uptake of [3H]oleate was measured in confluent r-lepG2 ce ll s as previously described 
(La brie et al., 20 1 5 ; Pohl , Ring et Stremmel, 2002 ; Stremmel et Berk, 1986). 
Briefly, 0.68J.!Ci of [3H] oleate was mi xed with 1 Oüj.!M of non-radioactive oleate 
(Sigma-Aldrich) and dissolved in a 173).lM BSA so lution free of fatty acids. Cells 
were incubated with th is oleate/BSA so lu tion for 10 min at 37°C. Uptake was stopped 
by removal of the oleate/BSA solution followed by the add ition of ice-co ld 1 x PBS 
(5m l) contain ing 200).lM of phloretin and 0.1% BSA (wt/v). Alter a 2m in incubation, 
cells were washed six times with ice-cold lx PBS. Cell s were then lysed with 2M 
NaOH and aliquots of the lysate were used for protein concentration and radioactivity 
measurements. Radioactivity was measured in a TRI Carb 2800TR liquid sci ntil lation 
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counter after th e add ition of 1 Om l Ultima-Gold (Perk in Elmer) . Data were expressed 
as number ofcounts per minute (CPM) of[3H] per j..lg ofprote in. 
2.4.9 De ILOl o lipogenesis 
De nova lipogenes is was eva luated by measuring the incorporat ion of [ 14C]acetate 
into lipid , as described prev iously (Biigh et Dyer, 1959 ; Bolker et al., 1956 ; Jin. 
Kamanna et Kashyap, 1999). Briefly, post-transfection ce ll s vvere incubated with 
1 j..tCi of (' 4C] acetate for 4h. Cells were then suspended 1 x PBS and total cellular 
lipids were extracted in chloroform/methano l (2: 1, v/v). The lipid extract was dried 
under nitrogen and recon stituted in 1 OOj..tl hexane. Rad iolabe led li pids were separated 
by TLC on silica-coa ted plates using a hexane/diethyl-ether/acetic acid so lut ion 
(80:20:1 v/v) as a develop in g solvent (B ii gh etDyer, 1959; Bo lker etal., 1956; J in, 
Kamanna et Kashyap 1999) . Lipids were visualized by exposure to iod ine vapors and 
the band s corresponding to authentic lipid standard s (TAG and DAG) were scraped 
into eparate via ls. Radioactivity was mea sured and data ex pressed a CPM of [' 4C] 
per j..lg of prote in. 
2.4 .1 0 Pt·otein fatty a cid mod ifïca ti on assay 
HepG2 cells we re inoculated into 6-well plates and incubated overn ight at 37°C. 
Next, these ce ll s were incubated 24h in serum-free med ium containing 37 MBq/ml 
[3H] I-bO or 37 MBq/ml [9, 1 0-3T-T] oleate (2.2 TBq/ mmol), or incubated in erum-free 
medium without labe led fatty acid. The cel! lysa te was co ll ected and 
imm unoprecipitated with ant i-SREBP -1 c antibody and prote in A epharose 48 
(lnv itrogen) beads. lmmunoprecipi tates were sepa rated by SDS -polyacrylam ide gel 
electrophoresis. Bands co rresponding to the REBP- 1 c protei n were eut out and 
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radioactivity measured in scintillation liquid 1n a TRI Carb 2800TR liquid 
scin ti ll ation counter (Perkin Elmer). 
2.4.11 Statistical analysis 
A Student' s t-test was used to compare two groups and a two-way a na lys is o f 
va riance (ANO VA) when more than one factor was eva luated. A p<0.05 was 
considered stati sticall y significant. Unl ess specifi ed otherwi se, data are presented as 
mea n ± SD. 
2.5 Results 
2.5.1 SCD1 modula tes nu rn ber and size of lipid droplets 
To in vestigate the effect of SCD l on lipid dro pl et (LD) format ion, we inhibited the 
express io n of SCD I in HepG2 cell s using an siRNA or incubated ce ll s with o leate. 
We show that inhibiti on of SCDI expression (about 70%; data not shawn) induces a 
decrease in th e number of LD, both in the absence (40%) and presence (37%) of 
olea te (Figure.2.1 A&B, leftpan els) . Interesting ly , inhibition ofSCDI expressio n ha s 
no effect on LD size in the absence of oleate, yet indu ces a 35% size decrease when 
SCD I-deficient HepG2 ce ll s a re stimulated with olea te (Fig.1B, rightpanel). 
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2.5.2 Fatty acid synthesis and uptake decreases in SCDl-deficient hepatocytes 
To determin e if the LO biogenesis chan ges in seo 1 -deficient HepG2 cells are 
associated with a mod ul ati on of lipid metaboli sm. we eva luated fatty ac id synth esis. 
We show that inhibiti on of seo 1 expression induces a 34% decrease in the 
concentration of intra cellular cel lular lipid s (Figure.2.2A, top panel) , notabl y due to 
Jm.ver TG (35% decrease) and OAG (60% decrease) content (Figure.2 .2A, bottom 
panels). eoncomi tantly, express ion of key hepatic de novo lipogenesis proteins 
(Fig ure.2.2B), such a REBP-lc, FAS and Aee is decreased (25%. 12% and 18% 
respective! y) . seo 1 knockdown a Iso decreases (by 25%) fatty a cid uptake 
(Figure.2.3A, top pane[) as weil as the expression of the transcription factor PPARy 
and the fatty ac id tran locase e036 (Figure.2.3A, bottom pauels). 
2.5.3 Fatty acid 13-oxidation and PUFA content increase m SCDt-deficient 
hepatocytes 
We next eva lu ated tàtty a cid degradation in SeO 1-deticient HepG2 ce Il s via the 
measurement of 13-oxydati on markers. seo 1 knockdown in HepG2 ce1 1s induces (by 
30%) the expression of PPARa (Figure.2.3 B), a transcription facto r regu1at in g 
severa ! genes in vo lved in 13-oxydation such as e PT-1 (F igure.2.3B). Since PPARa 
activity can be regu1a ted by PUFA (Oesve rgne et Wahli , 1999 ; Jump, 20 11), we 
measured the cellu Jar concentration of sever·a l key PUF A known to acti vate this 
tran scripti on factor. lnterest in gly, se01 inhibitio n in HepG2 ce11 s increased both 
tota l omega-3 (Figure.2.4A, right panel) and omega -6 fauy acid content 
(Figure.2.4B, right panel). ln parti cu 1ar, we observe a significant increase in 
eicosa pentanoic ac id (EPA, 20:5 n3) and docosa hexa no ic acid (OHA, 22:6n3) 
(Figure.2.4A, /eft panel) , a nd in 1inoleic ac id (AL, 18:2n6), eicosad ienoic acid 
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(ED A, 20 :2n6) dihomo-y linole ic acid (DOLA, 20 :3n6) a nd arachidonic ac id (AA, 
20:4n6) (Figure.2.4B, left panel). 
2.5.4 Oleate tt·eatment rescues fatty acid content and SREBP-lc expression in 
SCD 1-deficien t ce lis 
To better understand how seo1 modulates fatty ac id synthesis as we il as SREBP -1 c 
protein levels, we incubated Hep02 cells with o leate following se o1 knockdown. 
As ex pected, incubation of cell s with oleate increases MUFA cellular content 
especially the 18:ln9. Very interestingly, we showed that add iti on of o leate a lso 
increases the 16:0 content wh il e decreasing the 18:0 leve! (Figure.2.5A, top panel) in 
agreement with an effect of oleate on de nova lipogenesis. Thi s in crease in e 16:0 and 
C l 8:1 is reflected by a general increa ses in total lipid co ntent in SC01-deficient cells 
compared to non-tra nsfected cell s (Figure.2.5A, bottom panel) . Oleate a lso act iva tes 
SREBP-1 c mRNA (65% increase co mpared to seo !-deficient cells and 50% 
co mpared to untreated contro l cell s; Figure.2.5B, top /eft panel) and protein 
expression (25% increase; Figure.2.5B, middle panel) . More interestingly, an 
impo1 ant increase in the mature form of SREBP is a lso observed upon oleate 
treatment (50% increase; F igure.2.5B, bottom right panel) reflected by the rescue of 
the nuclear (mature) to tota l SREBP -1 c ratio co mpa red to the seo L -deficient cell s 
(Figure.2.5B, bottom left panel). 
2.5.5 O leate directly modulates SREBP-lc maturation 
We then exp lored the direct effect of modulating seo 1 expression and activity on 
SREBP-1 c maturation. As observed by immunofluorescence, inhibition of both 
SCD I expression (siRNA) and activity ( inhibitor) induces a s ignifica nt decrease of 
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SREBP- 1 c expression while as seen by Western blot before, oleate treatment restores 
it (Figure.2.6A). lnterestingly oleate upplementat ion increases the nuclear 
loca li zation of mature SREBP -1 c in both SCD !-defi cient and not-deficient cell s 
(Figure.2.6B, left panel). As seen previou sly using Western blot, the % of nucl ea r 
SREBP-l c is rescued by incubation with olea te in siRN A-transfected cells 
(Figure.2.6B, top rig flt panel) and in inhibitor-treated cells (Figure.2.6B, bottom 
rig!tt panel) . To in vestiga te the mechanism by which oleate increases SREBP-1 c 
maturati on and nu clear translocation, we determined if oleate directly associates with 
the SREBP-1 c protein . Rad iolabelled-oleate co- immunoprecipitates with SREBP- 1 c 
in protei n ex tracts prepared from HepG2 cell s (relat ive to HepG2 cell s left untreated 
or incubated with [3H] H20; Figure.2.6C). lnterestingly, treatment with palmitoleate, 
the other main product ofSCD1 , has no effect on REBP-lc expression and nuclea r 
loca lizati on (Figure.2.7A&B) . 
2.5.6 Oleate, but not palmitoleate, increases hepatic SREBP-lc maturation and 
de IWvo Iipogenesis in mice 
To confirm that oleate increases SREBP-1 c maturat ion and expression in vivo , we 
used mou se transgeni c !ines in a globa l SCDI knocko ut (G KO) background that 
specifi ca ll y express desa tura ses in li ver leading to the specifie produ cti on of either 
oleate (GLS5 li ne) or pa lmitoleate (GLS3 line) (Bu rhans et al. , 20 15 ; Liu , X. et al., 
20 16) . Confirming our in vitro results SREBP- 1 c expression is decreased in GKO 
mice compared to contra is. Tnterestingly, SREBP- 1 c expression, both total and 
nu clea r, is partia ll y rescued in livers of the GLS5 but not in the GLS3 group 
(FigUI·e.2.8A). ln accorda nce, expressions of lipogen ic genes (SREBP-1c, FAS and 
ACC) are a l o parti all y rescued in mouse li vers producing oleate, but not pa lmi toleate 
(Figure.2.8B) confirming the centra l role of e leate in the oleate in the maturat ion of 
SREB P-I c. 
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2.6 Discussion 
SCDI deficient mice are resistant to obesity and hepatic steatosis in respon se to HFD. 
Compare to WT mi ce, the SCO 1 KO mice a Iso present a lower activation of de nova 
lipogenesis and an induction of ~-oxidation (Ntambi et al. , 2002). However, the 
mol ecu lar mechanisms underlying these effects are sti ll unknown. To characterize 
tbese mol ecular mechani sms, we used HepG2 cells where SCO l has been inhibited 
(expression and activity). Our results were validated in SCD I KO mice and in li ve r 
transgenic human SC05 (GLS5) or mouse Scd3 mice (GLS3). These mice are able to 
specifically synthesize e ither hepatic oleate (GLS5) or palmitoleate (GLS3) (Burhans 
et al. , 20 15 ; Liu, X . et al., 2016). We contirm here that SCOl deficiency decreases 
lipid droplet formation and de nova lipogenesis and increa ses ~-oxidation . We 
showed that SCO l defici ency is associated with a higher concentration of cellular 
PUFA speci fically DHA and EPA for CD -3 fatty acids and AA for CD -6 fatty acids, 
which probabl y mediates the act ivation of ~-oxidation. For the first time, our study 
a Iso reveals that oleate binds to mature SREBP-l c assoc iated with in crease 
maturation a nd translocation in the nucleus lead ing to a partial rescue of de nova 
lipogenes is as observed in GLS5 mice. A sc hematic representation of this 
phenomenon is presented in Figure.2.9 . 
Compared to control cells, ou r study reveal s that SCO 1 deficiency is associated with 
a decrease in the number and the size of li pid dropl ets and a decrea se in the size od 
LO . This result suggests that SCDl may play an important role in the formation of 
lipid drop let. This hypothesis is cons istent w ith a previous study showing that SCO 1 
activ ity is required for LO expansion (Shi et al., 20 13). Using C.elegans, thi s study 
showed that the doub le mutantsfat-6,fat- 7 lacking mo st desatura ses present a lower 
number and smaller s ize of lipid droplets compared to WT worm s. This effect 
observed when SCD I is inhibited is probably the result of a decrease in intra-cellular 
MUFA. During adipogenesis, the concentration of MUFA raises white the 
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co ncentration of SF A decrease. These cha nges in lipid content du ring ad ipocytes 
differentiation is assoc iated with an increase in SCO l expression demonstrating a key 
role for SCO l in lipid drop let fu sio n a nd expa ns io n and not biogenes is (Ari sawa et 
al. , 201 3) . T he exact molecular effect of SCO l in lipid drop let format ion remains 
however to be clarify but it can be expla ined by the prod uctio n ofMUFA by SCD l in 
the ER in the vic ini ty of enzymes such as diacylglycero l acy ltra nsferase (OGAT), 
acy l-CoA cholestero l acy ltransterase (ACAT) and microso mal g lycero l phosphate 
acy ltransferase GPAT w hi ch are in vo lved in TG and CE formation , the prin cipal fatty 
ac ids incorporated in the core of lipid drop let (Paton et tambi , 2009). Th is is 
supportted by a recent study showing that SCD l co loca li zes with OGAT2 in the ER 
(Man et al., 2006) . T hese enzymes includin g SCO 1, may ex ist as a comp lex in the 
ER membrane promoti ng substrate channeling and fue l partionning into var ious 
meta bol ic pa th ways (Pa to n et Ntambi, 2009). 
As observed in seo 1 deficient mi ce, inhibition of seo l expreSSIOn ln cul tu red 
hepatocytes a lso mod ifi es lipid metabo lism (Nta mbi et al. , 2002). Upon SCO l 
inhibition in H epG2 cel ls, we o bserved a decrea se in de nova lipogenesis and fatty 
acid uptake as weil as an increase in ~-oxidat i on . Using GC/MS, we showed that 
SCD l defïciency is assoc iated w ith an expected in crease in the intra-ce ll ular 
concentrat ion of SFA (Pa lmitate, C l 6:0 and stearate, Cl8:0) . Interestingly, we a lso 
observed a c lear increase in PUFA co ncentration both ffi -3 and ffi-6. Th is increa se in 
both SFA and PUF A conce ntration could ex plain the observed increase in ~­
oxidation observed upo n seo 1 inhibit ion. ln fact , a study showed that palmitate is a 
ligand o fPPAR-a., the mai n activator of~-oxidation (Chakravarthy et al., 2009). The 
authors a lso demonstrated that SFA are essent ia l for the activation of PPAR-a.leadin g 
to transcriptional activation of genes impli cated in ~ -oxidat i o n su ch as CPT -1 
(Chakravarthy et al. , 2005). E levated ce ll ular PUFA (Especia ll y in EPA, DHA and 
AA) content has been a lso associated with activation of ~-oxidat i o n (Oossi et al., 
20 14; Lopez-Oo min guez et al. , 2016). ln fact, mice fed a dietrich on PUFA (EPA 
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and DH A) showed a decrease in lipogenesis and an increase in ~-ox ida ti on (Dossi et 
al. , 2014) . PUFA are able to regulate metabolic genes expressions through a direct 
binding to peroxiso me pro life rator-acti vated rece ptors (PP AR s) (D esvergne et Wahli , 
1999 ; Jump, 2011 ). T hi s act iva ti o n of PPAR-a by PUFA results in a tra nscripti o na l 
activa ti on genes in vo lved in fa tty ac id ~ -oxi dat i o n such as C PT- 1. T hese observations 
are co nsistent with our study showin g that SCD l defic ie ncy associated with increase 
co ncentrati on of SFA and PUF A, a n in crea se in th e ex press io n of PP AR-a a nd CPT -1 
(BerJanga et al. , 201 4) . lnterestin gly, a study showed decrease in the expression of 
lipogeni c ge nes especia lly in the expression and activ ity of SC D1 and increase in ~­
oxidat ion in li ver of mi ce fed a di et enri ched in EPA and DHA . Authors suggested 
that hi gh ce llular content on P UFA induced cha nges in lipid meta bo li sm promoting ~ ­
ox idatio n and inhibiting de nova lipogenes is (F lachs et al. , 2005). 
Recent ly, stud y showed a redu ction in exp ress ion of desaturase 5 and desaturase 6 
inducing decrease in ce ll ul a r EPA and DH A co ntent in mice fed di et enri ched in 
MUFA but t hey showed the oppos ite when mi ce fed di et enri ched in SFA (Pi cklo et 
M urphy, 20 15). T hese results suggested a regula ti on of P UFA synthesis by M UFA 
and SFA but the mechani sm rema ins unknown. 
We a lso showed that SCD 1 de fl c ie ncy in H epG2 ce ll s decreases fatty ac id uptake and 
CD36 and PPAR--y express io ns. P PAR-y is a transcri pt io n facto r implica ted in the 
regu lation of adipogenesis a nd plays an im porta nt rote in the regulati o n of fatty acid 
uptake throug h the activa tio n of expression of genes imp li cated in fà tty ac id uptake 
such as CD36 (B erl a nga et al. , 20 14) . T hi s is co nsistent with our results suggesting 
that the observed decrease in fa tty ac id upta ke in SCDI defi cient HepG2 ce ll s is du e 
to a decrease in PPAR-y expressio n. T he decrease in the expression and acti vity of 
PPAR- y coul d be induced by various mechani sms. T hrough a decrease in direct 
ligands of PP AR-y inducing a decrease in hi s acti vation through the recruitment of 
co-repressors such as NCoR (nu clear-rece ptor co -repressor) and SMRT (s ilencing 
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mediator of ret inoic-acid and thyroid hormone receptors) . An interference with the 
activity and fun ction of other transcrip tion tàctors such as NF-KB and AP-l leading to 
di sruption of their target genes promoters and thereby to transcripti on repress ion. 
Fina ll y, protei n mod ificatio ns such as ubiqui ti nat ion and phosphorylati on have a lso 
been sbown to sup press the transcription acti vity of PP AR-y (Zhang, F. et al., 20 13). 
Our stud y a lso revea ls that SCD 1 deficiency resul ts in a lower express ion and 
maturati on ofS REBP-1 c. SREBP-1 c is hi ghl y ex pressed in human and mi ce li ve r and 
is ma inly in vo lved in the regul ation of genes related to de novo lipogenes is such as 
ACC, FAS, SCDI and SR EBP-I c itse lf ( himano et al., 1999; Shimomura et al. , 
1997 ; Shimomura el a l. , 1998) . lnterest ingly, our study also showed that treating 
SCDl defi cient cell s with oleate or but not pa lmitoleate increase the expression and 
the maturation ofS REBP- Ic . Thi s resul t is consistent with a prev ious stud y showing 
that in SCDl deficient mi ce, SREBP-1 c maturati on is also inhibi ted (Mi yazaki, 
Dobrzyn, Ma n, et al. , 2004). In fact, these mi ce fed a hi gh fructose di et showed a 
decrease in li pogenesis associated with a 10\.ver maturat ion of SREBP-1 c whil e oleate 
suppl ementa ti on in the diet partia ll y restored SREBP-1 c act iva tion with no signi ficant 
increased in li pogenesis (M iyazaki, Dobrzyn, Ma n, et al. , 2004). These observations 
are in tota l agreement with our observations made in GLSS mice showin g that 
synthesis of hepatic oleate resto re SREB P-1 c maturati on parti a ll y restori ng 
lipogenesis. 
In our study, we showed that oleate supplementat ion indu ced increase in C18: 1 
ce llular leve! but not in C l 6:1 leve ] due to absence ofSCDI activity in HepG2 ce ll s. 
However, oleate suppl ementation indu ced in crease in cellular leve! of C 16:0 probabl y 
due to the observed increase in FAS ex pression through the partia l inducti on of 
SREB P-1 c ob.erved in ce ll s defic ient in SC Dl and supp lemented with oleate 
compared to ce ll s deficient in SCDl alone. 
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Also, the observed increase in the expression of SR EBP-1 c is proba bl y due to the 
auto acti va ti on of express ion of S REB P-1 c through SR EBP-1 c itself. Tn fact, nu clea r 
SREBP-l c translocates through the nucleus a nd bind s to SR E do ma in a nd activates 
genes impli cated in de novo lipogenesis such as FAS, Aee, seo1 and SREBP-1 c 
itse lf(S trab le etN tambi, 20 10). 
The a uthors indeed suggested that end ogenously synthe ti zed o lea te is a readil y more 
access ibl e regulator of lipogenic gene expression tha n di eta ry oleate. As us, th e 
au thors showed a Iso that o leate av er-productio n by seo 1 is needed to increase 
SREBP -1 c and subsequ ent! y expressio n of lipogeni c genes in s imil ar leve! tha n in 
wild type mi ce (Mi yazak i, Do brzy n, Man, et al., 2004) . These observat ions suggested 
the ex iste nce of other path ways imp lica ted in de novo lipogenesis independent of 
SREBP-1 c (Mi yaza ki, Dobrzyn, Man, et al., 2004) . We showed in our study an 
increase in the cellular leve! of SF A due to the inh ib it ion of activ ity of SeO 1. In tàc t, 
thi s result could expla in the increase in de novo lipogenesis indepentantl y to SREBP-
l c pathway . Previ ous study a lso showed that elevated leve ! of intracel lu la r SFA 
pro mote th e po lymeri sati on and the inactivatio n of Aee , and co nsequ ently the down 
regulati on of de novo lipogenesis (J ga l, 20 I l ) expla in ing a n act ivatio n of li pogenesis 
indepently ofS REBP . ln addi tion, the increase in the in trace llul ar leve! ofSFA due to 
inhibi t io n o f se01 increases AM PK acti vity (Scag lia, e hi sho lm et Iga l, 2009). 
Subsequentl y, AM PK phosphorylates Aee decreasing its acti vity and resultin g in the 
inh ibitio n of de novo li pogenesis (Ka hn et al. , 2005). Taking togeth er, thi s may 
expla in w hy we onl y observed a pati ia l restorat io n of lipogenesis in our models as 
o lea te supp lementation ( in both HepG2 cell s and GLS5 mi ce) increase the leve! of 
MUFA wh ile the levet of SFA rema ins e levated. 
In arder to explain the mechani sm by wh ich o leate ca n regul ate the maturatio n and 
expression of SREBP-l c, we incubated HepG2 cell s wi th radi olabeled o leate and 
qua ntified th e rad ioactivity in immunoprecipitated SR EB P-1 c. We showed here that 
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oleate ca n binds to SREBP-1 c probably facilitating hi s translocation to the nucleus. rn 
agreement with this, many studies showed that protein modification facilitates the 
trafficking of proteins through cellular membra nes such as modification of Ghrelin 
and Wnt proteins (N il e et Hannoush, 20 16; Romero et al. , 201 0). lndeed, porcupine 
has been previous ly identified as the enzyme responsible for lip id modificat ion of the 
Wnts proteins (Nile et Hannoush, 20 16). Wnt3a is fatty ac id acy lated with 
palmito leate, a SCD1 product. Mass spectrometry experiments showed that 
pa lmito leate (C 16: ln-7) modified Wnt3a on the Ser209 residu e through the action of 
porcupine (Takada et al., 2006). Porcupine is ER resident protein that belongs to the 
membrane bound 0 -acy ltransferase (MBOAT) family proteins. We also evaluated the 
porcupine inhibitor on oleate binding to SREBP -1 c. We did not observed any change 
in the counts of rad iolabeled oleate associated to the SREBP-l c band fro m cel ls 
treated with the porcupine compared inhibitor compared to untreated cell s (data not 
shown) suggesti ng the implication of another enzyme in SREBP- 1 c acy lat ion. This is 
not surpri sing as our data demonstate that oleate and not palmitoleate is involved in 
SREBP-1 c maturation. Studies are in progress to identi fy the acy lated residue on 
SREBP-1 c and to identify the membrane bound 0 -acy l transfera se (MBOAT) 
member invo lved in the acylation of SREBP- 1 c. ln fact, MBOAT fam il y contains ll 
distinct members and every one ha dist inct substrate preference and mechani sms 
(Masumoto et al. , 2015) For this reason, the enzy me responsible of the acy lation of 
SREBP-lc cou ld be another member of MBOAT or another enzyme and they need 
further future studies to be ident ified. 
1 n summary, we demon strate that seo l deficiency in hepatocytes i nduced decrease 
in de nova lipogenesis and increase in ~-ox i dation. The increase in ~-oxidation is 
probab ly due to increase in high PUFA and SFl ce llular content and decrease in 
MUFA content leadi ng to increase in expression of genes implicated in ~-oxidation 
through the act ivation of PPAR-a. In terestingly, we demonstrates that oleate is 
essent ial for the maturation of SREBP- 1 c probably via a direct binding of oleate and 
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that hepatic oleate supplementation partially restores this maturation associated with 
an increase in lipogenesis. Future work will be needed to explain the exact molecular 
mechanism underlying the translocation of SREBP-1 cinto the nucleus. 
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Figure 2.1. SCDI knockdown and oleate treatment modulate the number and 
size of lipid droplets. (A) HepG2 cells transfected with scrambled (CTRL) or SCDJ-
targeting siRNA (siSCDI), and treated or not with l00f..1M oleate, were stained with 
Bodipy 493/503 and DAPI to visualize lipid droplets and nuclei respectively. Bar 
= 20 f..IID. (B) The number and size of LOs were quantified . Graphs represent 
quantification of 5 independent experiments. Results are expressed as number ofLDs 
per 1 00 cells and diameter of LOs in J..LID. 
91 
A 
~ 
'! 
:J 
!8 * 
~· -S !l h ~r ~~ 
~ c--ft <:~' 1 
" 
** ... 
fi t p .f! Ji -~~ u il H H ... JE •r .-
·-
,. 
... • $ 
~u ~e ~ 
._,.v <>' 
" 
i' 
x_, 
B ~~· 
_a;; 
1 
0:).'! 
<» o 
"' "' g; ...
FAS r - 1 
...1 
1 1 ..J IIIJ ACC 5~ 0~ A..J u ~~ 'W sb 
GAPDH 1-
·1 """' <Ca: ... A. 
.;."" l' l 
Figure 2.2. Inhibition of SCDl expression decreases de novo lipogenesis in 
HepG2 cells. (A) HepG2 cell s transfected with scrambled (CTRL) or SCDJ-targeting 
siRNA (siSCD L) were incubated with [1 4C]acetate. lncorporated radioactivity was 
measured in tota l extracted lipids, triglycerides and diacylglycerol, and expressed as 
CPM/mg oftota l protein . (B) The expression ofproteins in volved in lipid metabolism 
(SREBP-1 c, FAS and ACC) was eva luated by Western blot in SCD !-deficient 
l--lepG2 cel! s. Protei n leve! s measured by densitometry were normal ized aga i nst 
GAPDH and presented relative to scrambled contro l where appropriate. Graphs 
represent quantification of 5 independent experiments. * p<O.OS , ** p<0.002, *** 
p<O.OO I . 
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Figure 2.3. Inhibition of SCDl ex press ion dect·eases fatty acid uptake and 
increases P-oxidat ion in HepG2 cells. (A) HepG2 cell s tran sfected with scrambl ed 
(CTRL) or SCDI -target ing si RNA (siSCD 1) were incubated with [31-!]o leate. 
lncorporated rad ioact ivity was measured in ce l! lysates and expressed as C PM/ mg of 
tota l protein. (B) The expression of protein s invo lved in fatty acid uptake (CD36 and 
PPARy) a nd ~-oxydation (PPARa. and C PT- !) was evaluated by Western blot in 
SCD !-deficient HepG2 cel ls. Prote in levels measured by densitometry were 
norma lized aga inst GAPDH and presented rel ative to scrambl ecl controL Graph s 
represent quantificati on of5 indepencl ent exper iments. * p<0.05, ** p<0.002. 
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Figure 2.4. PU F A content of SCDl-deficient HepG2 cells. The ce llul ar PUFA 
content of HepG2 ce ll s transfected with scrambl ed (CTRL) or SCDJ-targeting siRN A 
(siSCO 1) was determined by GC/MS. To ta l omega-3 (A) and omega-6 (B) PUFA 
content, as weil as Üttty acid fracti ons, were ana lyzed . The results of 4 experiments 
are prese nted as mean ± SEM . * p<0.05 , ** p<0.002 . *** p<O.OOJ . 
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Figure 2.5. Oleate treatment of SCDl-deficient cells reverses a SREBP-lc 
express ion and maturation defect. HepG2 cell s were transfected with scramb led 
(CTRL) or SCDJ-targeting si RNA (siS CO 1) and treated or not with oleate. (A) Tota l 
fatty ac id s were extracted and quantifiecl using GC/MS, incl uding monounsaturated 
fà tty acids (MUFA) and saturated fatty acids (SF A). (B) SREBP-1 c mRNA and 
pro tei n expression (mature (nS REBP -1 c) form and mature/precursor ratio) were 
analyzed by QPCR and Western blot respectively. Protein leve t s evaluated by 
densitometry were normalized aga inst GAPDH and presented relative to scrambled 
control. Graphs represent quantification of 5 independent experiments. * p<0.05. ** 
p<0.002. *** p<O.OOl. 
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Figure 2.6. Oleate association increases SREBP-lc nuclear localization and 
expression. (A,B) SCDI (red) and SREBP-lc (green) expression was evaluated by 
immunofluorescence on HepG2 cells transfected with scrambled (CTRL) or SCDJ -
targeting siRNA (siSCDl ), or incubated with a SCDI inhibitor (A939572), and 
treated or not with oleate. The nuclear to total SREBP-lc immunofluorescence ratio 
was also deterrnined (B). Bars = 20 J..lm. (C) SREBP-lc was immunoprecipitated 
from protein extracts of HepG2 cells incubated with [3H]oleate or [3H]H20 . 
lncorporated radioactivity was measured in isolated protein bands corresponding to 
SREBP-lc. 
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e x p r e s s i o n .  ( A , B )  S C D l  ( r e d )  a n d  S R E B P - l c  ( g r e e n )  e x p r e s s i o n  w a s  e v a l u a t e d  b y  
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Figure 2.8. Oleate production in the liver partially restores SREBP-lc 
maturation and lipogenesis in SCDl knockout mice. We used the livers of wild 
type mice, SCDl k:nockout mice (GKO) and nuee specifically producing oleate or 
palmitoleate (GLS5 and GLS3 respectively) to evaluate the importance of MUF A in 
SREBP-lc maturation and de nova lipogenesis. (A) Total protein and nuclear extracts 
were used to evaluate nuclear SREBP-lc expression (nSREBP-lc) using Western 
blotting. Protein levels measured by densitometry were normalized against a-Tubulin 
for total protein extracts and against HDACI for nuclear extracts, and presented 
relative to wild type control (CTRL). (B) Expression of key genes implicated in de 
nova lipogenesis were measured by QPCR, normalized against HPRT and presented 
relative to wildtype control (CTRL) . Graphs represent quantification of 5 independent 
experiments. * p<0.05 , ** p<0.002 , *** p<O.Oûl. 
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Fig.9 
Figure 2.9. Hypothetical action mechanism of oleate in SREBP-lc activation. 
SCD 1 is essential for cellular oleate synthesis in hepatocytes (! ). The presence of 
oleate induces the translocation of the SREBP-SCAP complex to the Golgi via an 
unknown mechanism (2). SPI and SP2 proteases in the Golgi liberate the mature 
fraction (68 KDa) of SREBP-lc (3). Oleate associates with the mature SREBP-lc, 
perhaps covalently (acylation), which rnight induce a change in its protein structure 
( 4) . Passage through the nuclear membrane is facilitated for the lipid-modified mature 
SREBP-lc. lt next binds to a sterol response element (SRE) in the enhancer/promoter 
region of target genes (SCDl , FAS, ACC and SREBP) (5), activating their 
transcription and leading to an increase in fatty acid synthesis (6). 
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Avant-propos 
L' o bj ectif de ce chap itre éta it d ' étudier le rô le de la Sei pi ne dan s les hépatocytes et de 
vo ir l'e ffet de l' inhi bition de SCD 1 dan s les hépatocytes Se ipine déficientes. Le rôle 
de la Sei pi ne reste obscur à nos jours. Cependant, de nombreuses études ont montré 
qu e cette protéin e j oue un rô le important dan s l'adipogenèse et qu ' e ll e aura it un rôle 
va ri é dan s les ce llul es non ad ipocytaires. 
Dans des cellu les hépat iques nous avo ns étudi é l' effet de l' inhibition de la Seipine 
dans la formati on des goutte lettes li pidiques, dans le métabo li sme des lip ides la 
signal isat ion de lïnsulin e et le stress du RE. ous avo ns confirmé nous résultats en 
utili sant des souri s Seipine défic ientes âgées de 3 mois (premi ers stades de 
développement de la stéatose). 
Ces trava ux ont été réa li sés sur des li gnées huma ines d ' hépatocytes (HepG2 : 
hépatocarcin ome huma in) et des hépatocytes primaires de rats. Les extraits protéiqu es 
et les ARN totaux issus des fo ies de souri s Se ipine défi cientes et de souris sauvages 
proviennent du Dr Jocelyne Magré (U ni vérsité de Nantes, France) et du Dr Xiaoquin 
Ye (U nivérsité de Georgie, USA). 
J'ai été impliqué dan s toutes les facettes de ces travaux. Simon Lalande a participé à 
l' expéri ence et à l'analyse des figures 3.4 (C) , 3.5 (A) et 3 .6 (6). Sabri Ri a l et moi-
même avons participé aux expéri ences qui ont perm is l' é laboratio n de la fi gure 3.6 
(A). Jess ica Ralston et le Dr David Mutch (Uni versité de G uelph) ont effectué et 
ana lysé les expé ri ences de GC/ MS présentées sur la figure 3 .5 (D) . J'a i participé avec 
les Dr C. Mouni er et Dr Karl Bergeron à l'a na lyse des résulta ts e t la rédaction du 
manuscrit. 
lOI 
3.l Résumé 
La lipodystrophie congénitale de Beraradinelli Seip (BSCL2) est un désordre induit à 
la su ite d' une mutation autosoma le récessive du gène BSCL2 coda nt pour une 
protéine appelée Seipine. Les patients atte ints de cette malad ie ainsi que les souri s 
BSCL2 déficientes, souftrent d'une absence quasi tota le du tissu adipeu x, d' un e 
orga nomégali e et développent des désordres métaboliques incluant une insulino-
résistance et une stéatose hépatique majeure. Cependant, la fonction de la Seipine 
reste obscu re mai s des év idences suggèrent qu' ell e aurait des fonctions distinctes 
dans le tissu ad ipeux et les autres tissus. Nos résultats suggèrent qu e la Se ipine 
jouera it un rôle important dans la formation des gouttelettes li pidiques (GLs) dans les 
hépatocytes. En effet, nous avo ns o bservé une augmentation du nombre et de la tai ll e 
des GLs dans les hépatocytes défic ientes en Seipine. Nous avons aussi observé que 
l'augmentation de l'expression et de l'activité de SCDl dans les hépatocytes Seipine 
déficientes serait à l' origine de l' augmentation de la sensibilité à l' insuline, de la 
captation des acides gras et de la lipogenèse de novo observées dans ces cellules. De 
plus, nous avo ns observé que l' inhibition de l' expression de SCDl inverse le 
phénotype observé dans les hépatocytes Seipine déficientes. 
En conclu sion, nos résultats suggèrent qu e la déficience en Seipine dans les 
hépatocytes induit une augmentation et un e expansion des GLs due à une 
augmentat ion de l'activité de SCDl et que l' inhibition hépat iqu e de SCDl serait une 
alternative intéressante pour ces patients. 
Mots clés: BSCL2, Sei pi ne, Gouttelettes lipidiqu es, SCD J, Lipogenèse de novo, 
Captation des ac ides gras, Sensibilité à l' insuline 
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3.2 Abstract 
Bera rdine lli-Seip congenital lipodystrophy (BSC L) is an autoso ma l recessive 
di sord er. The more severe form, desig nated BSCL2, a ri ses du e to muta ti ons in the 
BSCL2 ge ne. Pati ents w ith BSC L2 , as we il as Bscl2_1_ mi ce, have a near tota l absence 
o f body fat, a n organ o megal y and develop metabo lic di sord ers including in sulin 
res ista nce and hepa ti c steatos is. T he functi on of the Se i pin (B SC L2) protein rema ins 
poorl y understood . Severa ! !ines of ev idence have indi cated that Seipin may have 
di stin ct f"L111 cti ons in adipose ve rsus non-ad ipose cell s. Here we present ev idence that 
BSCL2/Bscl2 pl ays a ro le in lipi d droplet (LO) biogenesis a nd homeostasis in primary 
and cultured hepa tocytes. Our results show that decreasing BSCL2/Bsc12 expression 
in hepatocytes increases the number and size of LO s, as weil as the expression of 
genes implicated in the ir fo rmati on and sta bili zati on. We a lso show that knockin g 
down SCDJ expression reverses th e phenotype associated with Seipin defi c iency. 
Interesting ly, BSCL2 knockdown induces SCD 1 expression and acti v ity, potentia ll y 
leading to improved in su! in sensiti vity, as we il as further in creasing fatty ac id uptake 
and de nova lipoge nesis. ln co nclu s ion, our results suggest that a hepa ti c 
BSCL2/Bscl2 defici ency induces the increase and expansio n of LO s, pote ntia ll y via 
increased SCDl activ ity. 
103 
3.3 Introduction 
Berardinelli -Seip syndrome is an autoso mal form of congen ital generalized 
lipodystroph y (Garg, 20 11 ) identifiee! by Berardinelli (Berardinelli , W. , 1954) fi·om 
Brazil and Seip fi·om Scandinavia (Seip, 1959). The most severe form of thi s di so rder 
is Berardinelli-Seip congenita l lipodystrophy type 2 (BSCL2), which is due to a loss 
of fu net ion of the BSCL2 gene (Agarwal et Garg, 2003, 2004 ; Magre et al. , 200 l ). 
Th is di sorder is characterizecl by genera li zed lipodystrophy, insulin resistance, 
hypertriglyceridemia and severe hepatic steatosis (Agarwal et Garg, 2003 , 2004 ; 
Magre et al. , 200 1 ). ln orcier to understand the functi on of the Seipin (BSCL2) 
prote in , severa! groups generated Bscl2 knockout mice (Bscf2·1-) (Chen, W. et al., 
201 2; Cui et al., 20 11 ; Pri eu r et al., 2013). These mice develop severalmetabolic 
di sorders similar to those observee! in patients dia gnosed with BSCL2 (Chen, W. et 
al. , 2012 ; Cui et al., 20l l · Prieur et al. , 2013). Bscf2·1- mice revealed a critica l role 
for Sei pin in a di pocyte maturation (Chen , W. et al., 20 12 ; Payne et al. , 2008). It 
appears tbat loss of Bscl2 does not inhibit adipogenesis, but rather abrogates 
tr iacy lglycerol (TAG) synthesis, thereby preventing the full maturation of adipocytes 
and subsequently leading to lipodystrophy (Liu , L. el al. , 20 14). The role of Seip in in 
non-adipose ti ssues remains unclear. Humans carry ing BSCL2 mutations, as we il as 
Bscl2·1- mice, deve lop severe hepatic steatos is associated with hepatic failure. Ectopie 
storage of lipids in the form of intracellular droplets within hepatocytes induces 
lipotox icity, which is associa ted with severe pathologica l conditions including insulin 
res istance, pancreat ic ~-cell fa ilure and non-alcoho li c steato hepatiti s (NASH), as weil 
as hepati c inflammati on (Szendroedi et Roden, 2009 ; Unger, 2002 ; va n Herpen et 
Schrauwen-Hinderling, 2008). ln the absence of a functional Sei pin protein, hepati c 
steatosis may be a consequ ence of a cell-intrinsic effect or a cell-extrin sic effect su ch 
as the clisappearance of ad ipose ti ssue (Gao et al., 201 5). Bscl2 cleficiency a lso hasan 
intriguing impact on insu lin sensitivity. Two recentl y publi shed studi es based on 
insulin and glucose tolerance tests (TTT and GTT, respectively) demonstrated that 
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Bscf2·1- mice are in sulin resi stant (Cui et al., 20 li ; Prieur et al. , 20 13). ln contrast, 
another group showed insulin hypersensitivity in fa sting Bscf2·1- mi ce, suggesting that 
under specifie conditions these mi ce are not in su lin resista nt (Chen, W. et al., 20 14). 
TAGs are stored in the cell vvithin lipid drop lets (LOs). Severa! studies have provided 
evidence that Seipin plays an evo lu tionarily conserved role in the biogenesis of LOs 
in various models and tissues, including LOs formati on and stabili zation (Cartwright 
et Goodman, 201 2 ; Fei. Du et Yang, 20 11 ; Fei et al., 2008 ; Prieur et a l. , 2013 ; 
Wang, C. W. , M iao et Chang, 2014 ; Wolin ski et al. , 20 15 ; Wolinski el al., 2011 ). 
Fe i and co ll eagues suggested that the absence of Bscl2 increases th e leve! of neutra! 
lipids in yeast, leading to the fo rmation of supersized LOs (Fe i el al. , 2008 ; Fei, 
Shui, et al., 2011 ; Szymanski et al., 2007). Knocking down BSCL2 in HeLa and 
NIH/3T3 cell s significantl y increases TAG synthesis and storage in LOs, whereas its 
over-express ion has the opposite effect (Fei, Li, et al., 20 11 ). ln the sa i ivary gland of 
Drosophi!a, Se ipin deficiency promotes th e accumulation of LO s by increasing 
diacylglycerol (DAG) and TAG synthes is and stora ge (Tian et al., 20 1 1 ). ln hepati c 
AM L1 2 cell s, the overexpression of Bsc/2 inhibits LO formation (Ya ng, W. et al., 
20 13). Hence, low Seipin levels are systematically as ociated with increased TAG 
synthesis and/or LO formatio n. However, the pat1icu lar mechanism by whi ch Seipin 
pa rticipates in LD biogenes is remains uncl ea r. 
LO fo rmati on beg ins within ER membrane lea fl ets (Brasaemle et Wo li ns, 201 2 ; 
Harris el al. , 20 Il ). Recent! y, Sei pin was hypothesized to be a central scaffo ld prote in 
with in the ER (Talukder et al. , 20 15). In ad ipocytes, Seipin interacts with the adaptor 
protein 14-3-3B and may influence cytoskeletal remodeling (Yang, W. et al. , 20 14). 
Seipin also interacts with SERCA, an ER Ca2+-ATPa se regulating lipid storage in 
adipocytes (B i et al. , 20 14). Pinall y, Ta lukder and co llaborators demonstratecl that 
Se i pi n ca n for m a complex with AGPAT2 and LPJN 1 (Lip in-1 ) to mod ula te ER-
based lipogenesis and ad ipogenesis (Ta lu kder el al. , 20 15) . Severa ! reports have 
implicated the di srupti on of ER homeostasis, or ER stress, in the deve lopment of 
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hepatic stea tosis (Fang et al. , 2013 ; Gentile, Frye et Paglia ssotti, 2011 ; Puri , P. et 
al. , 2008 ; Puri , V. et al. , 2007; Rinella et al. , 2011 ; Zhan g, X. Q. et al., 2 014) . Any 
eve nt that Jeads to a di sruption of ER homeosta sis, such as excess ive protein 
synthesis, a n accumulat ion of misfolded protein or a change in ca lcium leve ls wi ll 
induce an unfo lded protein response (U PR) (Fei Shui, et al. , 201 1 ; Z ha ng, C. et al. , 
2012 ; Zhang, X. Q. et al., 20 14). In mammalians cells, the UPR is med iated by t hree 
ER prote in s : 1) the i nositol-requ iri ng tran smem brane ki na se and end onuclease 1 a 
(IRE1a), 2) the doubl e-stranded RNA (dsRNA)-dependent prote in kinase-like ER 
kinase (PERK) , and 3) the activating tran scription factor -6 (ATF6) (Rutkowski et 
Kaufma n, 2004). ln phys iologica ll y norma l conditions, th ese prote in s are kept 
inact ive through th e ir association with the E R chaperone g lucose-regulated prote in 78 
(GRP78)/ immunoglobulin-heavy-chain-binding protein . Fo ll owing the induct ion of 
ER stress, GRP78 re leases the three UPR protein s in ord er to manage the 
accumul ati o n of unfolded proteins, resulting in the activation of PERK, TR El a , and 
ATF6 (Z hang, X. Q. et al. , 20 14) . 
T he present stud y a imed to anal yze the effect of Seipin deficiency o n the formation 
and development of LDs in cultured hepatocytes. Bscl2/BSCL2 knockdown modifi ed 
the qu antity and morpho logy of LDs, and affected th eir growth and fusion. This was 
associated with an induction of SCD1 expression and acti vity, as retl ected by an 
increase in the ratio of monoun saturated fatty ac id s to saturated fatty acids 
(MUFA/SFA). ln these co nditi ons, fatty ac id uptake and de nova lipoge nesis were 
a lso activated. ln additi on, we showed that lowering Seipin levels in hepatocytes 
in creased in sulin sensitivity. Our data al so revea led that Seipin deficiency phenotype 
cou ld be reversed w ith a SCD J knockdown. Finally, concom itant to increased lipid 
storage, BSCL2/Bscl2 knockdown tri ggered a n activation of ER stress. 
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3.4 Materials and Methods 
3.4.1 Bscl2 knocko ut extracts 
Liver sa mples and extracts (mRNA and proteins) from Bscl2-1- mi ce were a generous 
giR: from Dr. J. Magré (1 SERM, Uni versity ofNantes, France) and Dr. Xiaoqin Ye 
(U ni versi ty of Georgia, USA). Mice were housed and monitored in acco rd ance with 
protocols approved by their loca l animal ca re comm ittees. Fasted (24h) and non-
fasted ( fed) mice were used to test dil'ferent physiologica l cond ition (basa l versus 
nutrient-ri ch, respect ive ly) . 
3.4.2 Cell culture and transfection 
Pri mary hepatocytes were iso lated from 3-month-old (l25g) ma le Sprague Dawley 
rats (Harlan La boratories) using a co llage nase perfusion protoco l (Harbrecht et al. , 
200 1 · Harbrecht et al. , 1996). Ha rvested hepatocytes were plated on co llagen-coated 
12-we ll plate in DMEM/F I2 medium ( 1:1· Wisent) conta ining 10% fetal bov ine 
serum (Hyclone Laboratories) and 1% peni cillin-streptomycin-a mphoteri cin B (Life 
Techn ologies). Fo ll owing an overn ight incubat ion (3 7°C, 5% C02), cell s were 
washed with 1 x phosphate-buffered sa li ne (PBS) and seru m-fi·ee med ium was added 
fo r 24h before furth er treatments. The Uni versity of Qu ebec at Montrea l's Ani ma l 
Care Co mmittee (CJPA) approved a li experimenta l protoco ls. 
HepG2 human hepatocyte cells (ATCC) \Vere cu ltured in EMEM mediu m (Wisent) 
supp lemented with 10% feta l bov ine serum, 1 OOU/ml peni cillin and 1 OO~Lg/m l 
streptomycin (Life Technologies). At conflu ence, serum-free med ium without 
anti biotics was appli ed fo r 24h. 
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After 24h in serum-free medium , H epG2 cell s and pnmary rat hepatocytes were 
transfected usin g the OharmaFECT4 reagent w ith e ither scra mbl ed (CTRL), BSCL2 
and/or SCDJ (in HepG2 ce ll s) or Bscl2 (in primary rat hepatocytes) siRNA(s) 
according to the ma nu factu rer ' s in stru ctio ns (L ife Techno logies) . T he next day, cells 
· were treated fo r 24 h with 50 ~LM bo vine serum a lbum in (BSA) or a 50~LM ole ic ac id-
BSA conjugate (BSA-oleate) (2: 1 o le ic ac id/BSA rat io ; Sigma-A ldri ch). For in sulin 
sensitivity experiments, ce ll s were stimulated for 1 Omin vvith l OOnM insu lin 
fo ll owin g siRNA tra nsfection. 
3.4.3 Lipid droplet im aging 
After siRNA tra nsfecti on and incubati on of cell s with BSA-oleate, HepG2 ce ll s a nd 
p rimary rat hepatocytes were \;\,tashed three times with ice-co ld 1 x PBS and fixed in 
4% paraforma ldehyde fo r 30min. LO s were sta ined for 1 Omin wit h Bodipy 493/503 
( 1 ~Lg/ml ; Li fe Tec hn ologies). Flu orescence was v isua li zed with a N ikon A 1 confoca l 
microsco pe. T he number and average size of L Os per cell were quantif ied us in g 
Image J software. Fo r t ime-l apse co nfocal mi croscopy, siRNA-transfected HepG2 
cell s were incubated with BSA-oleate in the presence of 1 ~g/m l Bod ipy 493/502 
overni ght at 3]CC und er 5% C02. Z-stacks were acquired every 1 Om in over a 1 Oh 
period usi ng a N ikon A l confoca l mi croscope in a rder to image who le cell s. V ideo 
frames were analyzed with Image J software using the threshold function to outl ine 
Bod ipy-labe ll ed LOs. 
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3.4.4 Quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (qRT-
PCR) 
Total RNA from ti ssues and cell s were extracted us1ng the T ri zo l rea gent (L ite 
Tec hno logies) , accordi ng to manufacturer's in structions. Total RNA (500ng) was 
reverse transcribed (S uperScript U reverse transcriptase; Life Tech nologies) and 
quantitative rea l-time PC R was perfonn ed us ing SYB R Green L Master Mi x o n a 
LightCycler 480 Reai-T ime PCR System (Roche Applied Science). Results are 
represented as a rbitrary units indicating relative ex pressions based on the co mparative 
Ct (L\L\Ct) method. Data were norma li zed us1ng housekeeping genes 
(Ppia/ CyclophiLinA or HPRTl and expressed as fold changes relat ive to co ntro l 
sa mples. 
3.4.5 Immunohistochemistry 
Rat li ver and testis ti ssues were ti xed w ith 4% paraformald ehyde for 24h at roo m 
temperature (RT). After ·everal washes in graded ethano l fol lowed by xylo l, sampl es 
were embedded in paraffi n wax and S!J.m thick sections were prepared for 
immunohi stochemistry. HepG2 cells were fixed on slides with 4% paratormaldehyde 
for 30min at RT. Dewaxed and rehydrated sect ions, as we il as fi xed HepG2 cells, 
were blocked for one hour in 1 x PBS contain in g 1.5% norma l goat serum . Samples 
were incubated with anti-Seipi n primary ant ibody (Santa Cru z Biotechno logy, clone 
L-1 6; 1 :50) overni g ht at 4°C befo re us ing the lmmunoCru z goa t ABC sta ining system 
(Sa nta Cruz Biotech no logy). N ucl e i were sta ined with Hematoxylin Gi ll no 0 3 
(S igma-Aldrich). Rat testis t issue vvas used as positi ve contro l. Tissues processed 
without primary antibody were used as negat ive contro ls. 
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3.4.6 Immunofluorescence 
To study SC DI and Seipin protein co loca li za ti on, HepG2 cells were fi xed with 4% 
paraformaldehyde and permea bili zed with 0. 1% Tri to n X-100. Ce ll s were washed 
with PBS, blocked with 3% BSA in Tris-buffered saline conta ining l % Triton X-l OO 
and then incubated with anti-SCD 1 (Abcam; mou se primary J :200) and anti-Seipin 
(Sa nta Cru z Biotech.; rabbit primary 1 :50). Cell s were washed with PB S and 
incubated with anti-mouse Alexa Flu or 488 and anti-rabbit Alexa F lu or 647 (A bca m; 
goa t secondary 1:1 000). The ce li s were washed with PB S and images acqu ired using 
a N ikon A 1 con foca l mi croscope fitted with a 1 OOx oil immersion lens. 
Coloca li zati on analysis for Pea rson' s and Spearman's correlati on coeffi cients were 
obtained usi ng the Coloc2 analys is plugin in lmageJ software. 
3.4.7 Immunoblot analys is 
After siRNA transfection and incubation with either BSA or BSA-olea te, cell s were 
lysed in RJ PA buffe r supplemented with cOmplete protease inhi bitors and 
phosphatase inhi bitor cocktail 3. Protein s were denatured at 95°C for 5min, 30flg 
protein/lane was loaded onto SDS-PAGE and immunobl ot analyses were ca rri ed out 
using the antibodies li sted in Table 1. Protein extracts fi·o m rat testi s, adipose tissue 
and primary hepatocytes, mouse li vers as weil as human hepatocyte-hepatocarc inoma 
HepG2 ce ll s were probed with the anti-Seipin ant ibody. Image J software was used to 
quantify band in tensity . 
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3.4.8 Lipid extraction and quantification using gas chromatography 
Cell s tra nsfected wi th siRNA (as weil as corresponding controls) were trypsini zed fo r 
5min, co llected and spun at 1200rpm fo r 5min to pell et hepatocytes. HepG2 ce ll 
pe ll ets were washed in 1 x PBS. Lipid extractions were conducted using prev iously 
described protoco ls (Biigh et Dyer, 1959 ; Ralston et al. , 20 14). Samples were 
analyzed using a 7890 8 gas chromatography system (Agil ent Technologies) with a 
tl ame ioni za ti on detector, and sampl es were separated on a J&W DBFFAP fused-
sili ca capillary co lumn ( 15m, O. lf.lm film thi ckness, O.lmm i.d .; Agilent 
Techn ologies). Fatty ac id peaks were identi(l ed by co mpari so n with retention times 
of fa tty ac id meth yl ester standard s. To estimate SCD 1 acti vity, we calcul ated the 
product-to-precursor 1-àtty ac id ratio (i. e., 18: 1 n9/18:0 and 16: 1 n7/ 16:0) , as prev iously 
reported (Attie et al. , 2002 ; Fernandez et aL., 20 11 ). Fatty ac id da ta were norma li zed 
to prote in concentrations fo r each treatmen t co nditi on and reported as 1-lg fatty ac id 
per ~tg/~LI protein. 
3.4.9 Fatty acid uptake 
Uptake of [31-I]o leate was measured in confluent HepG2 cell s and rat primary 
hepatocytes as prev iously descri bed (Pohl , Rin g et Sti·emmel , 2002 ; Stremmel et 
Berk, 1986). Bri efl y, 0.68!-LCi of [31-l] oleate was mi xed with 50!-LM of non-radioactive 
olea te (S igma-Aldrich) and d isso lved in a 173!-LM BSA so luti on free of fatty acids. 
Cell s were incubated with this oleate/BSA so lut ion for IOm in at 37°C. Uptake was 
stopped by remova l of the oleate/BSA so lution fo ll owed by the add ition of ice-cold 
1 x PBS (5 ml ) conta in ing 200~tM of phloreti n and 0. 1% BSA (-vvt/v) . After a 2m in 
incubation, ce lls were wa hed six ti mes with ice-cold 1 x PBS. Cell s were the n lysed 
with 2M NaOH and a li quots of the lysate were used fo r prote in concentratio n and 
radioactivity measurements. Radioact ivity was measured in a TRJ Carb 2800TR 
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liquid scintil lation cou nter after the addit ion of 1 Oml Ultima-Go ld (Perkin E lmer). 
Data were expressed as number of counts per mi nute (CPM) of [3H] per flg of 
prote in. 
3.4.10 De novo lipogenesis 
De novo lipogenes is was evaluated by measuring the incorporation of [14C]acetate 
into lipids, a s described previou sly (Bii gh et Dyer, 1959 ; Bolker et al. , 1956 ; Jin , 
Ka manna et Kashyap, 1999). Brietly, post-transfection cells were incubated with 
1 ~tC i of [14C]acetate for 4 h. Cells were then suspended in 200fll 1 x PBS and total 
cellular lipids were extracted in chloroform/methanol (2:1 , v/v). The lipid extract wa s 
dried under nitrogen and recon stituted in 1 OOfll hexane. Radiolabeled lipids were 
separated by TLC on silica-coated plates using a hexane/diethyl-ether/acetic acid 
soluti on (80:20:1 , v/v) as a developing sol vent (B ii gh et Dyer, 1959 ; Bolker et al. , 
1956 ; Jin , Kamanna et Kashyap, 1999). Lipids were visual ized by exposure to iodine 
va pors and the bands corresponding to authentic lipid standards (FF A, TAG, DAG, 
CE, and PL) were scraped into separate via ls. Radioactivity was measured and data 
expressed as CPM of[ 14C] per flg of protein . 
3.4.11 Statistical analysis 
Whe n evaluating statistical significance, we used a Student' s t-test (two-tailed) 
to compare two groups and a two-way analysis of variance (ANOVA) when more 
than one factor w as evalu a ted. A p<O.OS was considered statistically significant. 
Unl ess specified o the rw ise, dat a are presented as mean ± SD. 
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3.5 Results 
3.5.1 Seipin is expressed in hepatocytes 
As Seipin has not yet been shown to play a direct role in the liver, our first a im was to 
contirm the presence ofthe Se ipin protein in the va rio us hepat ic models used in this 
study. To thi s end, we performed antibody-based anal yses in HepG2 ce ll s (a human 
hepatocyte-h epatocarcinoma cell line) as we il as in rat primary hepatocytes. The 
testis, a tissue known to express Seipi n (.Jiang et al. , 2014), was used as positive 
contro l. An anti-Seipi n a ntibody (Ta ble 3.1) , detected a band of - 67kD in the rat 
testis and a major band at - 60kD in the rat adipose tissue, in agreement with previous 
observations (Jia ng et al., 20 14). Primary rat hepatocytes a Iso showed a - 60kD band 
whil e l-lepG2 cell s displayed a s li ghtl y hi gher band (- 61 kD), presumably reflecti ng 
the fact that human Seipi n is 33 amino acids lo nger. T he detected levels of Seip in 
were lower in adipocytes and hepatocytes compared to testis (Fig ure.3.1A, /eft 
panels). A - 60kD band detected in li ver extracts of WT mice was absent in li ver 
extracts of Bsc12-t- mi ce (Figure.3.1A, riglttpanels), confirming antibody specificity. 
We used immunohistochemistry to expand and confirm these results. We were able to 
detect the Seip in protein in HepG2 cell s in a pattern co nsistent w ith ER localization. 
Similar observat ions were made in rat li ve r and primary hepatocytes (S up plemental 
Figu r e.3 .8). 
3.5.2 BSCL2 knockdown alters Iipid droplet morphology an d size 
To evaluate the role of Sei pin in vi tro, pr imary rat hepatocytes and HepG2 cel ls were 
transfected with a siRNA designed to knockdown Bsc12/BSCL2. This approach 
decreased Seipin prote in leve ls to 54% a nd 36% in HepG2 cel ls (F igu re.3.1B, left 
panels) and pr imary rat hepatocytes (Figure.3.1B, right panels), respective ly. O leate 
treatment was then used to increase LD format ion. lnhibition of Bsci2/BSCL2 
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expression increased the number (80%) a nd the size (150%) of LDs, irrespective of 
the prese nce of oleate, in both rat primary hepatocytes (Figure.3.2A) and HepG2 
cells (Supplementary Figure.3.9). Live imaging of Seipin-deficient HepG2 cells 
showed greater LD clustering w ith at !east pattia l LD fusion, resulting in aggregates 
ofabnorma l morphology, and suggested increased LD persi stence (Figure.3 .2B). We 
analyzed mRNA expression levels of key ge nes implicated in LD formati on, fu sion 
and sta bility. ln both HepG2 cells and the liver of Bsc/2_1_ mice (Figure.3 .2C), a 
Seipin deficiency was associated with increased expression of Plin5/PLIN5 and 
Cidea/CIDEA; ge nes invo lved in LD formation and sta bi lity , respectively ( Wang, H. 
et al. , 20 11 ; Wu L. et al., 20 14). ln contrast, a decrease in Atgl/ATGL ex pression , a 
gene known to be involved in lipo lys is (Belier et al., 2008; Gu o et al. , 2008; Soni et 
al., 2009), was observed in H epG2 cell s and the liver of fa sted Bscl2-1- mice, but not 
in fed mice. Together, our data suggest that lowering Seip in levels in hepatocytes 
increased LD biogenesis. 
3.5.3 Alteration of Iipid dt·oplet homoeostasis following BSCL2 knockdown is 
concomitant with changes in lipid metabolism 
In a rder to better understand th e mechanism under lyi ng the observed increase in LD 
form ati on and expa ns ion in Se ipin-deficient cells (Figure.3 .2), we evaluated fatty 
acid uptake by eHJoleate incorporation into H epG2 cells and primary rat hepatocytes 
following siRNA transfection. Bscl2/BSCL2 knockdown caused an increa se in fatty 
acid uptake in both HepG2 cell s a nd primary rat hepatocytes (40%· Figure.3.3A). In 
siRN A-tra nsfected HepG2 cells, elevated fatty acid uptake was associated with 
increased leve ls of the PPARy transcription factor ( 40%; Figure.3.3B, top panel) and 
at least one of its direct targets, th e lranslocase CD36 impli cated in fatty acid 
transport (He et al., 2011 ) (80%; Figure.3.3B, middle panel). lt has recently been 
shawn that Seipin can have a n effect on PPARy nu clea r loca lizat ion and activity 
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through an in teraction with the T AG synthes is enzyme AGPAT2 (Ta lu kder et al. , 
20 15). We therefore investigated AGPAT2 levels in our siRNA-transfected celt s. 
lnterestin g ly , Seipin defic iency led to increased express io n of AG PAT2 (40%; 
Figure.3.3B, bottOJn pane!). 
To determine if de nova lipogenesis was a lso affected by dirnini shed Se ipin leve ls, 
we measured [14C]acetate incorporat ion into lipi ds of siRN A-tra nsfected hepat ic 
cell s. A 25% increase in the sy nthesi s of total lipids wa s o bserved in HepG2 cell s 
transfected w ith BSeL2 siR A (Figure.3.4A, top panel). This hig her overa ll 
synth esis was primari ly due to increased synth esis of T AG and OAG (22% and 28% 
respect ively; F igure.3.4A, bottom panels). No difference was o bserved in the other 
lipid fractions exa mined such as free fatty ac ids, cerarn ides a nd cholesterol esters 
(data not shown). In s iRNA-transfected HepG2 cells, e levated de novo lipogenesis 
was a lso associated wi th increased expression of severa! lipogenic enzymes such as 
Aee, FAS a nd seo 1, as weil as th e tran scr iption factor SREBP-1 c (Figure.3.4B). 1 n 
additi on, an increase in SREBP-1 c protein levels was observed in the li ver of Bscl2-/ -
mi ce (Figtn·e.3.4C). ln terest ingly, we a lso showed a decrease in the expression of 
proteins implicated in lipo lys is (Beli er et al. , 2008 ; G uo et al., 2008 ; Soni et al., 
2009) and ~-oxidation (eheon et al. , 2005 ; Louet et al. , 200 1) (ATGL and PP ARa, 
respectively) (Figurc.3.4B, bottom panels), suggesting that in hibitio n of ~-oxidation 
may co ntribute to theLO a lterat io ns o bserved in Se i pin-deficient cell s. 
3.5.4 Seip in and SCDl have opposing cffect on LD formation and lipid 
synthesis 
We showed a stro ng inducti on of seo 1 express ion 1n Se i pin-deficient cul tu red 
hepatocytes (Figure.3.4B). A simila rl y result was reported in the li ver of Bscf2-l-
mice (Prieur et al. , 20 13) . We a Iso determined that seo 1 and Sei pin co loca li ze, at 
--------------------------------------------------- -
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!east in HepG2 cel ls (Manders' tMl = 0.608 , tM2 = 0.615 ; Figure.3.5A), hintin g to a 
poss ible functiona l relationship between these two ER-res ident protein s. We therefore 
tested the effect of SCDJ deticiency in HepG2 cell s using a validated siRNA 
(Supplementary Fig ure.3.10). Co-transfecti on of SCDJ and BSCL2 siRNAs rescued 
the Sei pin deficiency phenotype, i.e., the number a nd size of LDs was c lose to normal 
when compared to cell s t ransfected with BSCL2 siRNA alone, irrespective of th e 
presence or a bsence of oleate (Figure.3 .5B). T he increase in fatty ac id uptake 
(Figure.3.5C) and de nova lipogenesis (Figure.3.5D) observed in Seipin-deficient 
HepG2 ce ll s was a lso lost when cells were co-transfected with SCD J and BSCL2 
siRNAs. Co-transfected cell s exhibited a low lipid uptake and sy nthesis profile closer 
to that of cell s transfected with SCD J siRNA alone. ln a similar fashion, we found 
that the MUF A/SF A ratio is higher in Sei pin-deficient hepatocytes compa red to non-
transfected control HepG2 ce ll s, whereas it tended to be lower in SCD 1-deficient or 
co-transfected cells (Figure.3.5E). Together, these observations show that Seipin a nd 
SCD 1 have opposing effects on LD format ion and lipid synthes is, and suggest that 
Se ipin's effect on hepatic lipid synthes is/accumu lation is med iated by SCDl. 
3.5.5 Seipin deficiency increases insulin sensitivity 
Genera l insulin res ista nce and hyperglycem ia are chara cteri stic of pati ents with 
BSCL2 (Berardin elli , S. D ., F ischer et Katz, 1956 ; Cartwri ght et Goodman, 201 2 ; 
Magre et al., 200 1), as weil as Bscl2·1· mice (Chen, W. et al., 20 12 ; Cu i et al. , 2011 ; 
Prieur et al. , 20 13) . We therefore evaluated the expressio n leve! and the 
phosphorylation state of key protei ns invo lved in in sulin signaling pathways. 
Surpri s ing ly, our ana lyses revealed that Seipin detïciency increased in su lin sensiti vity 
in both siRNA-transfected J-JepG2 cell s and hepatic protein extracts from Bscf2·1-
mice. Seipin defici ency was associated with increased phosphorylation of AKT (both 
Ser473 and Thr308 sites) , ERKI/2, mTOR and P70S6K in HepG2 ce ll s stimulated or 
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not by in sulin (Figure.3.6A) . T he leve ls of AKT (Ser473) and IRS 1 (Tyr6 12) 
phosphorylation were a lso increased in li ver extracts of Bscl2·1· mice (Figur·e.3.6B). 
Furthermore, we noted that the expression of g luconeogenesis markers such as 
PEPCK and GK was increased, wh ile G6P expression was decreased , in Bscf2·1· mice 
(Figure.3.6C). Enhanced g luconeogenesis mcreases intrace llul ar gl ucose 
concentration a nd ca n induce a reduction in AMPK activity (Foretz el al. , 1998 ; 
Fo ufe lle et Ferre, 2002), which cou ld exp la in the decrease in phosphorylated AMPK 
we observe in Bscf2·1· mice (F igure.3 .6B). 
We then analyzed the effect of BSCL2 knockdown on physio logical respo nses 
activated by in sulin. We stimulated siRNA-transfected rat primary hepatocytes with 
in sulin and measured both fatty acid uptake and de nova lipogenesis. ln accordance 
w ith ini tia l obse rvations (Figure.3.3 A), Seip in deficiency increa sed both tàtty ac id 
uptake and li pogenesis. However, the presence of insulin further st imulated fatty ac id 
uptake (25% compared to BSCL2 siRNA-tra nsfected cell s without in sulin) 
(Figure.3.6D) and de nova lipogenesis (35% tota lli pids, compared to BSCL2 siRNA-
transfected cell s without insu li n) (Figu re.3 .6E). As previou sly observed 
(Figure.3.4A), increa sed de nova lipogenesis primari ly stem med from in creased 
TAG and DAG synthesis (Figure.3.6E), as the levels of otbers lipid classes did not 
vary (data not shawn). T hese data suggest that in cases of Seipin defïciency, hepatic 
lipid uptake and sy nthesis as weil as g lu co neogenesis are increased, probab ly 
aggravating the BSCL2 phenotype and co ntributing to hepatic dysfunction. 
3.5.6 Seipin dcficiency increases the expression of ER stress marker·s 
ER stress and the unfo lded prote in respon se (UPR) are critically in vo lved In the 
initiation of many di seases, such as the metabolic syndrome (Kaufman, 2002 ; 
T homas et al. , 20 10; Zhang, C. et al., 20 12). ln add iti on, this pathway ha s been 
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reported to play an important ro le in LD formati on and lipogenesi s promoti on in th e 
liver (Fei , Shui, et al., 2011 ; Lee, J . S. et al., 2012) . To determine if Seipin 
deficiency could induce ER stress, we measured the mRNA levels of key genes 
implica ted in this process. Tn BSCL2 si RNA-transfected HepG2 ce ll s, ATF-1 a nd 
GRP78 mRNA expression was increased by a li tt le over 50% and CHOP by 100% 
(Figure.3.7 A). PERK protein levels were a Iso increased by 34% and 27% in 
BSCL2/Bscl2 siRNA-transfected HepG2 cells as weil as primary rat hepatocytes, 
respect ively (Figure.3.7B). Our study revealed that Seipin defic iency induces 
expression of severa! markers of ER stress. 
3.6 Discussion 
3.6.1 ER-based regulation of lipid synthesis and storage within LDs 
ln this study, we fir st confirmed that Bsc/2 is expressed in mou se liver (Figure.3.1A) 
albeit at a low protein leve! relative to testi s, as prev iously reported for mRNA (Chen, 
W. et al., 2009). One group was recently able to detect the Seipin protein in huma n 
li ver using LC/MS (humanproteo memap.org; (K im, M. S. et al. , 20 14). We used 
siRNA to lower Seipin protein levels in hepatocytes (Figure.3.1B). T hi s indu ced a n 
increase in the number and th e size of LDs (Figure.3 .2A, Supplementary 
Figure.3.9). We also observed LO aggregati on detects (Figm·e.3 .2B), impl ying that 
Seip in plays a role in the generati on, expansion and morphology of LDs. These 
observed changes in shape a nd number of LDs are simi lar to repo rted results in yeast, 
where a dep letion of the BSCL2 yeast ortholog SEIJ IFLDJ led to LOs with irregular 
shapes and sizes (Fei et al., 2008 ; Szyma nski et al. , 2007 ; Wang, C. W., Miao et 
Chang, 2014 ; Wo linski et al., 20 15). Up to 30% of the SEll!FLDJ deletion mutants 
conta ined one or a few supers ized LOs and about 60% of them contained an 
amorphous aggregation of LDs (Fei et al. , 2008). 
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Seipin has been suggested to act as a scaffold protein (Talukder et al., 20 15), however 
its function remain s unclear. Sei pin and seo 1 prote in s are both locali zed in the ER 
(Lundin et al. , 2006 ; Ntambi et al., 2002), and colocalize significantl y in HepG2 
cel ls (Figure.3.5A) . Moreover, Seipin and seo 1 have opposite effects on LD 
ho meosta sis (Figu re.3.5B). Taken togeth er, our results suggest that Seipin and seo1 
are part of an ER-resident protein complex that controls LO fo rmation. Different 
models for LD biogenesi s consistently suggest that LOs emerge from the ER 
(Wa lther et Farese, 2009). T he most accepted mode! posits that the accumulation of 
TAG between the bi layer leaflets of the ER membrane drives the genesis of na scent 
LOs (B rasaem le et Wolins, 20 12 ; Harris et al., 20 11 ) . ln accordance with thi s, LOs 
have been localized in c lose prox imity to or even tethered to the ER in yeast 
(Novikoff et al. , 1980 ; Perktold et al., 2007). 
Se ipin deficiency in hepatocytes caused lipid accumulatio n and was assoc iated with 
increased ex press ion of CHOP, GRP78, ATF.:f a nd the protein PERK (Figure.3 .7), 
fou r markers of the unfolded protein response (UPR) to ER stress. A s imilar 
conseque nce of Seip in defici ency was previously observed in neuronal cells (Ito, O. 
et Suzuki , 2009; Yagi et al. , 2011). fn these prior stud ies loss-of-fu ncti on mutations 
in the Seipin prote in inducecl a ·'seipinopathy", a motor neuron disease associated 
with h ig h LD formation and TAG stora ge as we il a s ER stress (1-loltta -Vuori et al. , 
20 13). fntere stin g ly, an activatio n of the UPR (PERK-e1F2a-ATF4) pathwa y, li ke the 
one seen in ou r in vitro models (Figure.3.7), ca n activate the expression of severa! 
lipogenic genes (Ace/A CC. Fas/FAS. Scdl ISCDJ) and the associa led transcription 
facto r SREBP- l c (Fa ng et al., 20 13 ; Gentile, Frye et Pag liassotti, 20 11 ; Liu, L. et 
al. , 2014 ; Puri , P. el al. , 2008; Rinella et al., 20 11 ), thereby accentuat in g hepat ic 
lipid synthes is/storage and potenti a lly aggravating a na scent hepatic steatos is (Fa ng et 
al., 2013 ; Gentil e, Frye et Pagli assotti. 2011 ; Pu ri, P. et al. , 2008 ; Zhan g, X. Q. et 
al. , 20 14). 
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3.6.2 SCDl activity and fatty acid metabolism 
T he presence of small er than norma l LOs in C.elegans fa t-6,fat-7 doubl e mutants 
lackin g most desaturases (S hi et al., 201 3) suggests seo acti vity is required fo r LO 
expa nsion. T he MUF A/SFA in trace llul ar lipid ratio a Iso seems to play a n important 
role in LO homeostasis, most notably on fu sion and growth (Ari sawa et al. , 201 3) . 
T hi s is consistent with a role fo r seo 1, an enzy me th at con verts SF As into M UF As, 
in LO bi ogenes is and, by extension, TAG storage. For exampl e, an increase in LO 
size within 3T3 -LI preadipocyte cell s is associated with an increase In Se DI 
ex pression a nd M UF A/ SF A ratio (Ari sawa et al. , 201 3). The increase 111 seo 1 
expression (Figure.3 .4B) fo llowin g our BSCL2 knockdown was conco mita nt w ith a n 
increase in the MUF A/SFA rat io (hence seo 1 acti v ity; Figure.3.5E) and T AG 
synth esis (F igure.3.4 A and 3.6E). 
Moreover, hi gh Scdl expression activates de novo lipogenesis via an elevation in 
hepati c SRE BP-1 c levels (Mi yaza ki et al. , 2007) that co nsequ entl y increases the 
expression of lipogeni c genes, including Scdl itself. T he potenti a l th ere:fore exists for 
a re info rcin g feedback loop to be esta bi ished, leading to Scdl overexpression and 
enha nc in g hepatic li pogenesis fo llowing a Sei pin defi c iency (Figure.3.4). Underl y ing 
the im po rta nt ro le ofSeD l in TAG metaboli sm, DGATs (key enzy mes implicated in 
TAG synth esis) co loca li ze with se01 in the ER (Man et al. , 2006) and could have 
synergist ic interactions w ith Seipin (Tian et al. , 20 11 ) . The increase in number a nd 
size of LOs we observed fo ll ovving BSCL2 knockd own (Figure.3.5B) could be due to 
lipi d metabo lism changes seconda ry to an increase in seo1 activi ty. In agreement 
with thi s hypothesis, 3T3 -Ll preadipocyte ce ll s bearing a Bsc/2 mutation, a nd 
presumably possessing increased seo 1 acti vity, exh ibit enhanced TAG synthesis 
(Fe i, Li , et al. , 20 11 ). Overa ll , increased se0 1 act ivity ap pears su fficie nt to expl ain 
most of the observed effects on fatty acid metabolism fo ll owing Bscl2/BSCL2 
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knockdown, inc lud ing elevated PPARy signal ing and CD3 6-mediated fatty ac id 
uptake (He et al. , 201 1) (Figure.3.3). 
In accorda nce with thi s, a SCD J knockdown reversed th e effect of a Seipin defi c iency 
on LD fo rmation (Figure.3.5B) and on li pid metaboli sm (Figure.3.5C,D) in 
hepatocytes. 
3.6.3 L ipogenesis and insulin res istance 
Though most of the research to date supports a cri tica l role fo r Se ipin in adi pose 
ti ssue (Chen, W. et al., 2012 ; Cui et al., 201 1 ; Gao et aL., 20 15), we have shown th at 
the Seipin protein is also expressed in hepatocytes and that, at !east in cul tured cells, 
it ca n play a role in LD biogenes is and hence TAG storage. Bscl2/BSCL2 knockdown 
led to a decrease in LD fo rmati on in mature adipose cells, whereas an increase was 
observed in pread ipocytes and human AML-1 2 hepatocytes (Yang, W. et aL. , 2013), 
similar to what we obtained with our cul tured hepatocytes (Figure.3.2A) . 
Severa ! previous studies have clearly demo nstrated that Seipin defic iency 111 both 
mi ce and hu mans leads to insu lin res istance (C hen, W. et aL., 201 2 ; Cui et aL. , 20 I l ; 
Prieu r et aL. , 20 13). Surprisingly, we observed that Sei pin deficiency increased 
hepatocyte insu! in sensitivity , as reflected by elevated phos phory lation of AKT ERK 
and pP70S6K proteins (F igure.3.6A). ln agreement with our resul ts, Chen and 
co ll aborators observed improved hepat ic in sulin signaling in Bsc/2-1- mice, as 
measured by insu li n clamp (Chen, W. et aL. , 20 1 4). To ex plain their result, the 
authors suggest that the enhanced insulin sensit ivity observed after 16h fa ting stems 
~rom increased leve ls of insu lin receptors and downstream signa ling effecto rs such as 
lRSI and AKT (Chen, W. et al. , 20 14). The increased insu lin sensit ivity observed in 
our BSCL2 siRNA-transfected hepatocytes may be expla ined, at !east in part, by the 
effect that Se ipi n defic iency has on fatty acicl uptake, de novo lipogenesis 
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(Figure.3.4C,D) and SCD 1 activity (Figure.3.5E), as an increa se in MUFA has been 
shown to stimulate insulin signalling (Coll et al., 2008 ; ardi et al., 2014 ; Salvado 
et al., 2013 ; Yessby et al., 200 1 ; Xiao et al., 2006). Tnterestingly the decrease in 
AMPK phosphorylation/activ ity we observed (Figure.3.6B) can lead to an activati on 
of its targets, notably the lipogen ic enzyme ACC (Zhou et al., 200 1). A combined 
increase in gluconeogenesis (Figure.3.6C) and insu lin signaling can also lead to an 
activation of lipogenic markers such as FAS, SCDl and ACC (Figure.3.4) (Oecaux, 
Antoine et Kahn , 1989 ; Fou telle et al., 1992 ; Jones et al. , 1998 ; Koo, Dutcher et 
TO\.v le, 2001 ; O'Callaghan et al. 2001 ; Prip-Buus et al., 1995 ; Waters et Ntambi, 
1994). 
3.7 Conclusion 
We showed that Seipin depletion in cultured hepatocytes leads to an increase in LD 
number and size. These changes in LD homeostasis are probably due to an 
upregul ation of lipid metaboli sm, characterized by an increa se in seo 1 activity 
lead ing to a hi gher MUF A/SF A rat io. fn accordance with thi s, a SCDJ knockdown 
reversed the LD formation defects and the changes in lipid metaboli sm homeostas is 
associated with Seipin depletion . Interestingly, Seipin and SCDI also colocalize , 
leading us to propose a functional interaction within the ER membrane whereby 
Seipin controls lipid metaboli sm and storage through SCDl activity and LD 
format ion. 
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3.11 Figures 
A 
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Figure 3.1. Seipin expression in hepatocytes. (A) Seipin expression was evaluated 
by Western blot in protein extracts prepared from rat testis, rat adipose tissue (AT), 
primary rat hepatocytes and HepG2 cells (!eft panels), as well as liver of WT and 
Bsc/2_,_ mice (right panels). GAPDH was used as a loading control. (B) Seipin 
expression was evaluated by Western blot in HepG2 cells (left panels ) and rat 
primary hepatocytes (right panels ) transfected with a Bsc/2 siRNA (siBSCL2) or a 
scrambled control (CTRL). Protein levels evaluated by densitometry were normalized 
against GAPDH and presented relative to scrambled control. Graphs represent 
quantification of5 independent experiments. ** p<0.002 . *** p<O.OOI. 
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Figure 3.2. Seipin deficiency in hepatocytes affects LD formation , expansion and 
fusion. (A) Rat primary hepatocytes and HepG2 ce ll s were transfected w ith 
scra mbled (CTRL) or Bsc/2 siRNA (siB SCL2), and treated (or not) w ith 50~LM o leate 
for 24 h. Cell s were sta ined with Bodipy 493/503 to a llow quant ificat ion of LD 
number and size. Bar: lOO ~m . Graphs rep resent quantificati on of 5 independent 
experiments. Resul ts are expressed for number and size of LD as num ber of LDs per 
100 ce ll s and diameter of LDs (~m), respectively . (B) Time-lapse ana lys is of LD 
formation in contro l and Seipin-deficient HepG2 cells. Ce ll s were transfected w ith 
scramb led (CTRL) or JJSCL2 s iRNA (s iBSCL2) , incubated with 50~LM o leate and 
Bod ipy 493/502 and imaged by confoca l microscopy in a 37°C chamber suppli ed 
with 5% C02. Images were taken every 1 Omin over a peri od of 16.5h. T=O in fi gures 
corresponds to hour 14 of the time -lapse. Outlined in blue : LD expansio n/ persistence, 
red: LD fu s ion, ye llow: LD degradatio n. Bar: 35~m . (C) Expression of genes 
invo lved in LD formatio n and stabili zation were evaluated by qRT-PCR in siRNA-
transfected H epG2 cell s, and in the liver of wild-type (WT) and Bscl2-1- (KO) mi ce 
fasted for 24h or fed ad libitum. Graphs represent quantificatio ns of 5 independent 
experiments. Results were normali zed against HPRTl or Ppia/CyclophilinA 
(CYCLO) and a re presented relat ive to scrambled control where ap propriate. * 
p<0.05. ** p<0.002. *** p<O.OO l. **** p<O.OOOl. NS: not sig nifi cant. 
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Figure 3.3. Seipin deficiency increases fatty acid uptake in hepatocytes. (A) 
HepG2 cell s and rat primary hepatocytes were transfected with scrambled (CTRL) or 
BSCL2 siRNA (s iBSCL2) and incubated with [3H] o leate for 1 Omin. Incorporated 
rad ioact ivily was measured in cel ! lysa tes and expressed as CPM/ mg of total prote in . 
(B) HepG2 cell s were transfected with scrambl ed (CTRL) or BSCL2 si RNA 
(siBSCL2), and Western blot ana lyses were performed to measure the expression of 
proteins invo lved in fatty acid uptake ( PPARy and CD36). The express io n leve! of 
AGPAT2, impl icated in the PPARy signa ling pathway, i a lso presented. Protein 
levels evaluated by densitometry were no rma li zed agai nst GA PDH a nd pre ented 
re lative to scramb led control. Graphs represent quantification of 5 independent 
experiments. * p<0.05. ** p<0.002. *** p<O.OOl. 
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Figure 3.4. Seipin deficiency increases de novo lipogenesis in hepatocytes. (A) 
HepG2 cells were transfected with scrambled (CTRL) or BSCL2 siRNA (siBSCL2) 
and incubated with [14C]acetate for 4h. Incorporated radioactivity was measured in 
extracted tota l lipids, triglycerides and diacylglycerol, and expressed as CPM/mg of 
total protein. The expression of proteins involved in lipid metabolism (ACC, FAS, 
SREBP-lc, SCD l , ATGL and PPARa) was measured by Western blot in siRNA-
transfected HepG2 cells (B) , as weil as in the liver of wild-type (WT) and Bsc!2·1-
(KO) mice fasted for 24h or fed ad libitum (C) . Protein levels evaluated by 
densitometry were norrnalized against GAPDH or P-Actin and presented relative to 
scrambled control where appropriate. Graphs represent quantification of 5 
independent experiments. * p<0.05. ** p<0.002 . *** p<O.OOl. 
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Figure 3.5. SCDl knockdown reverses the phenotype observed in Seipin-
deficient hepatocytes. (A) Confocal images of HepG2 cells showing dual staining 
for Seipin (red) and SCDI (green). Merged image shows sites of colocalization 
(yellow). (B) HepG2 cells were transfected with scrambled (CTRL), SCD 1, BSCL2, 
or cotransfected with both SCDI and BSCL2 siRNAs. Cells were then treated (or not) 
with 50f.1.M oleate for 24h. Cells were stained with Bodipy 493 /503 to allow 
quantification of LD number and size. Bar: IOOJ.!m. Graphs represent quantification 
of 5 independent experiments. Results are expressed for number and size of LD as 
number of LD per 100 cells and diameter of LD (J..lm), respectively. (C) HepG2 cells 
were transfected with scrambled (CTRL), SCDJ, BSCL2, or with both SCDI and 
BSCL2 siRNA(s). Cells were incubated with [3H]oleate for 1 Ornin. Incorporated 
radioactivity was measured in celllysates and expressed as CPM/mg oftotal protein. 
(D) HepG2 cells were transfected with scrambled (CTRL), SCD J, BSCL2 , or with 
both SCD J and BSCL2 siRNA(s). Cells were incubated with [14C]acetate for 4h. 
Incorporated radioactivity was measured in extracted total lipids , triglycerides and 
diacylglycerol, and expressed as CPM/mg of total protein. (E) The total SF A ( 16:0 
and 18:0) and MUF A (16: 1 n7 and 18: 1 n9) cellular content ofHepG2 cells transfected 
with scrambled (CTRL), SCDJ , BSCL2 or cotransfected with both SCDJ and BSCL2 
siRNAs was determined by gas chromatography. The results of 4 experiments are 
presented as mean± SEM and compared to CTRL for statistical analyses. * p<0.05. 
** p<0.002 . *** p<O.OOI. 
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Figure 3.6. Seipin deficiency in hepatocytes promotes insulin sensitivi ty . (A) 
HepG2 cell s were transfected with scrambl ed (CTRL) or BSCL2 siRNA (siBSCL2) 
and in cu bated with 1 OOnM insulin for 1 Omin . AKT, ERK, mTOR and P70S6K 
prote in expression as we il as their phosphorylati on states were evaluated by Western 
blot. (B) AKT, IRSl and AMPK protein ex press ion levels and phosphorylation states 
were eva luated in the li ver of wild-type (WT) and B. cf2·1· (KO) mi ce fa sted for 24h 
or fed ad Libitum. Graphs represent quanti ficat ion of 5 independent exper iments. (C) 
Expression leve ls of genes involved in gluconeogenesis (Pepck, Gk and G6p) were 
measured in the liver of wild-type (WT) and Bscl2·1- (KO) mice fasted for 24h or fed 
ad lib itum. Results were normali zed to Ppia/CyclophilinA (CYCLO) levels. Grap hs 
represent quantificati on of 3 independent exper iments. KO results were compared to 
WT for stati st ica l ana lyses. * p<O.OS. ** p<0.002. *** p<O.OO 1. **** p<0.000 1. NS: 
not sign ificant. (0) l-l epG2 cell s were transfected with scra mbled (CTRL) or BSCL2 
siRNA (s iBSCL2). Cell s were then incubated with [3H]oleate fo r 1 Om in in the 
presence or absence of 1 OOnM insulin. lncorporated rad ioactivity was measured in 
ce ll lysates and expressed as CPM/mg of total protein . (E) HepG2 cel ls were 
transfected wi th scrambled (CTRL) or BSCL2 siRNA (s iBSCL2) and incubated with 
[1 4C]acetate fo r 4h in the presence or absence of IOOnM insulin. lncorporated 
radioactivity was measured in extracted total lipicl s, tr iglycerides and di acy lglycerol, 
and ex pressed as CPM/mg of cellular protein. Graphs represent results of 5 
independent expe riments and data is presentee! re lative to non-stimulated scramble 
co ntro l. 
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Figure 3.7. Seipin deficiency in hepatocytes increases the expression of ER stress 
mar kers. (A) The expression of genes involved in ER stress (ATF4, GRP78 and 
CHOP) was measured by qRT-PCR in HepG2 cells transfected with scrambled 
(CTRL) or BSCL2 siRNA (siBSCL2). Graphs represent quantification of 5 
independent experiments and data is presented relative to scrambled control. (B) 
PERK expression was measured by Western blot in HepG2 cells and primary rat 
hepatocytes transfected with scrambled (CTRL) or BSCL2/Bsc/2 siRNA (siBSCL2). 
Protein levels evaluated by densitometry were normalized against a-TUBULJN and 
presented relative to scrambled control. Graphs represent quantification of 5 
independent experiments. * p<0.05. ** p<0.002 . 
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3.12 Supplementary Figures 
HeDG2Cds 
No Antlbody BSQ.2 Antibody 
Primary rat hepatocytes 
No Antibody BSCL2 antibody 
Figure 3.8. Supp1ementary Figure Sl. Detection of Seipin by 
immunohistochemistry in various tissues. Rat testis and liver were collected, 4% 
paraformaldehyde-fixed 24h, dehydrated and embedded in paraffm wax. Tissue 
sections (5Jlm) were mounted on polylysine-coated slides and lmmunohistochemical 
staining (brown color) was performed using an anti-Seipin antibody and was 
followed by nucleus counterstaining (blue) with Hematoxylin. HepG2 cells and 
primary rat hepatocytes were 4% paraformaldehyde-fixed 30 min and stained using 
the same protocol. A negative control without primary aotibody is presented for 
comparison. Bar: 1 ÛÛfliTI. 
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Figure 3.9. Supplementary Figure 82. BSCL2 deficiency in HepG2 cells affects 
lipid droplet formation. HepG2 cells were transfected with scramble (CTRL) or 
BSCL2 siRNA. Cells were then incubated 24h (or not) with 50f.!M oleate. LDs were 
stained with Bodipy 493/503 . Cells were then visualized by confocal microscopy . 
The number and the average size of LDs were quantified using the Image J software. 
Graphs represent quantification of 5 independent experiments and results are 
presented relative to scramble control. * p<0.05 . ** p<0.002 . 
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Figure 3.10. Supplementary Figure S3. SCDl expression in HepG2 cells. SCDl 
expression in protein extracts prepared from HepG2 cells transfected with a SCDJ 
siRNA (siSCDl ) or a scrambled control (CTRL) were evaluated by Western blot. 
Protein levels evaluated by densitometry were normalized against GAPDH and 
presented relative to scrambled control. Graphs represent quantification of 5 
independent experiments. *** p<O.OOl. 
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Tableau 3.1. List of antibodies used for immunoblotting. 
Antibody target Manufactu rer Catalog number Concentration used 
ACC Cell Signaling 3662 1: 1000 Tech. 
AGPAT2 Ab cam ab62599 1:500 
AKT Cell Signaling 9272 1: 1000 Tech . 
AMPK a Cel l Signaling 2532 1: 1000 Tech. 
ATGL Cayman Chem ical 10006409 1: 1000 
BSCL2/Seipin Santa Cruz sc-55 987 1:200 Biotech. 
CD36 Abcam ab78054 1: 1000 
ERKI /2 Cell Signaling 9103 1: 1000 Tech. 
FAS Santa Cruz sc-55580 1: 1000 Biotech. 
GAP OH Cel! Signaling 5 174 1: 1000 Tech. 
goat TgG (HRP- Santa Cru z 
sc-2020 1: 1000 linked) Biotech. 
IRSl Cel l Signaling 2382 1: 1000 Tech. 
mouse IgG (HRP- Cell Signaling 7076 1: 1000 linked) Tech. 
p-AKT (Thr 308) Ce ll Signaling 1: l 000 Tech. 
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Antibody target Manufacturer Catalog number Concentration used 
p-AKT (Ser 473) Cel! Signaling 4060 1: 1000 Tech. 
p-AMPKa (Thr Cel! Signaling 2535 1: 1000 172) Tech. 
p-ERK 1/2 (Thr Ce l! Signa lin g 4370 1: 1000 202/Tyr 204) Tech. 
p-IRS1 (Tyr 6 12) Santa Cruz sc-1 7195 -R 1: 1000 Biotech. 
p-P70S6K Ce l! igna ling 9234 1: LOOO (Thr389) Tech. 
P70S6K Ce l! Signa lin g 9202 1: 1000 Tech. 
PERK Cel ! Signa ling 3192 1: 1000 Tech. 
PP ARa Santa Cruz sc-9000 1: 1000 Biotech. 
PPARy ell Signaling 2435 1: 1000 Tech. 
rabbit IgG (l-I RP- Cel! ignaling 7074 1: 1000 linked) Tech. 
SCD1 Ab cam abl9862 1: 1000 
SREBP-1c anta Cruz sc-366 1: 1000 Biotech. 
~-ACT IN Cel! Signaling 4970 1: 1000 Tech. 
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Avant-propos 
L'o bj ecti f de ce chapitre est d'étudier l'effet de la déficience en SCDJ dan s le 
développement et la progression de la stéatose hépatique alcoolique (AFLD). E n 
effet, des étud es antér ieures ont montré que les so uris SCD l défic ientes sont 
rés ista ntes à l'in sta llati on d ' une stéatose hépatique no n alcoolique induite par une 
di ète obésogène. Cependant, il n'ex iste pas d 'étude montrant l' effet de l' inhibition de 
SCD 1 dan s le développement de l' AFLD . 
Pour cela nous avo ns utili sé un protoco le combinant un e administration chronique de 
5% d' éthan o l pendant 10 j ours suivi e d'un ga vage avec 5 g/kg d ' éthanol à des souri s 
SCD 1 déficientes et des souri s sauvages. Nous avons auss i utili sé des souri s l-lepG2 
traitées avec de l'éthanol pendant 24h suivi d ' une incubation avec un inhibiteur de 
SCDl afi n de voir si l' inhibiti on de SCDI pourrait constituer une thérapie pour 
I' AFLD. 
Le proj et a été développé par moi-m ême et j'ai parti cipé à la tota lité des expéri ences 
et à la rédaction du manu scrit. Quentin Escoula m' a aidé dan s les expériences sur les 
souris et l ' é laborat ion des figures 4.2-4.4. Cathy Veillette et mo i-même avo ns 
pa rtic ipé aux expéri ences in vitro aya nt permis à l' éla boration de la fi gure 4.7 . J'ai 
participé avec les Dr C Mounier et Dr KF Bergeron à l'élaborat ion des figures , 
l' ana lyse des résu ltats et la rédacti on du manuscrit. 
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4.1 Résumé 
La stéaroyl-eoA désaturase 1 (SeDI ) est une enzyme qui cata lyse la synthèse des 
AGMI en désaturant les ac ides gras saturés en pos iti on delta-9 . Ell e jouera it a insi un 
rôle important dans la régul atio n de la lipogenèse de nova et la ~-oxydati on da ns le 
fo ie. Des étud es antérieures ont montré qu e des souri s seo 1 déficie ntes sont 
rés istantes à l' in sta ll at ion d' une stéatose hépatiqu e non a lcoo lique induite pa r une 
diète obésogène. Le but de notre étude est de caractéri ser l'effet de la défici ence en 
SeDl dans le développement et la progression d ' une stéatose hépatiqu e a lcoo lique. 
Nous avons utili sé un protoco le d ' admini stration chronique de 5% éthanol dans une 
di ète liqu ide pendant 10 j ours suiv is d ' un gavage à 5 g/kg/ d' éthanol à des souri s 
seo 1 défici entes. Nous avons auss i tra ité avec de l'éthanol des ce llul es HepG2. 
Notre étud e montre dans un pre mi er temps qu e l' utili sati on d' une di ète fa ible en gra s 
et spéci fiqu ement en AGMJ avec ce modèle d 'admini strati on chroniqu e d ' a lcool sui vi 
d ' un gavage d' éthanol indui t un dommage du fo ie et une inflammation associée. Dans 
deux ième te mps, nous avons montré qu e les sour is seo1 défi c ientes sont résista ntes 
a u développement d ' une stéatose a lcoolique et d ' un e infla mmation assoc iée. En effet, 
ces souri s montrent une diminuti on de l' accumul.ati on des gouttelettes lip idiqu es, de 
la lipogenèse de nova et des cytokin es pro-infl ammatoires et une augmentati on de la 
~-oxyda ti on comparé aux so uri s sauvages nourries avec le même protocole. N ous 
avons co nfirmé ces résultats dans des cellul es HepG2 tra itées avec un inhibiteur de 
SeDI. 
Nous résultats montrent que la dé fi cience en SeDJ protège contre l' installation d ' une 
AFLD et pourra it constituer une thérapi e potenti ell e pour les patients a tte ints de cette 
ma lad ie. 
M ots C lés : Stéatose a lcoolique (AFLD), SeD1 , L ipogenèse de nova , 1nflammati on. 
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4.2 Abstract 
Stearoyi-CoA desaturase 1 (SCD 1) is a delta-9 fa tty ac id desaturase that cata lyze·s the 
synthesis of mono-unsaturated 1-àtty acids (MUFA). SCDJ is a cri tica l control point 
regul atin g hepa tic lipid synthesis and 13-oxidati on. SCDJ KO mice are resista nt to the 
deve lopment of di et-induced non-a lcoholi c fàtty li ver di sease (NAFLD). Using a 
chroni c-binge protoco l of ethanol-medi ated li ver injury, we aim to determine if these 
KO mice are also res ista nt to the development of alcohol ic fatty li ver di sease 
(AFLD). 
Feeding mi ce on a low-fat di et (especia ll y low in MUFA) contai ning 5% ethanol fo r 
10 days, fo ll owed by a si ngle ethanol (5g/kg) gavage, deve loped severe li ver inj ury 
mani festing as hepati c steatosis. Thi s was associated with an increase in de nova 
li pogenesis and inflammati on. Using thi s mode!, we show that SCD J KO mice are 
resista nt to the development of AFLD. SCDJ KO mi ce do not show accumulatio n of 
hepat ic tri glycerides, activa ti on of de nova li pogenesis nor elevation of cytokines or 
other pro-inflammatory markers. Tn cubating HepG2 ce ll s with a SCDJ in hi bitor 
induced a similar resistance to the effect of ethanol, confirming a role for SCD 1 
acti vity in medi ating ethanol-induced hepati c injury. 
Taken together, our study shows that SCD 1 is a key player in the development of 
AFLD and associated deleteri ous effects, and suggests SCDl inhibition as a 
therapeuti c opti on for the treatment of thi s hepatic di sease. 
Keywords : Alcoholi c fatty li ver disease, SCD 1, de nova lipogenesi s, inflammatio 
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4.3 Introduction 
A lcoho l consumption a nd abu se is a risk facto r of chroni c di sease world wide a nd has 
lo ng been id entiti ed as a majo r ri sk factor for a li Ji ver di seases (Ki et al. , 201 0). Li ver 
d iseases indu ced by ethano l abu se ranges fi·o m simple fa tty liver to more severe 
forms of li ver injury such as a lcoholi c hepat iti s, c irrhosis and hepatocellul ar 
carc ino ma (Lucey, Mathurin et Morgan, 2009 ; O'Shea et al. , 201 0). A fatty li ver, 
a lso known as a lcoho li c fatty li ver di sease (AFL D), is the earlies t s ig n of ethano l-
induced li ver injury. T hi s fa t accumulati on ( i.e. , steatosis) is usua ll y acco mpanied by 
infla mmation (Liu , J. , 20 14). AFLD occurs in 80% o f heavy drinkers who consume 
an excess of 80g of et hano l per day (Levene et Goldin, 20 12). T hi s state is usua lly 
asy mptomatic a nd can be reversed after 4 to 6 weeks of abst inence (Mendenha ll , 
1968). However, cont inued heavy etha no l consum ption increases by 30% the ri sk of 
progression to cirrhosis (Teli , Day, et al., 1995). Unfo rtunate ly, 5-1 5% of patients 
with AFL D develop fibros is and c irrhosis despite abstin ence (Sorensen et al. , 1984). 
ln most hea vy ethanol consumers, hepati c steatos is is ca used by a decrease in fatty 
ac id oxidat io n, an increase in fatty ac id uptake and a n acti vati on of de nova lipid 
synth esis (DNL) (Eagon, 201 0). 
A pproximately 90% of ingested ethanol is meta bo li zed in th e li ver (L iu , J. , 20 14) . 
A lcohol is first ox idi zed to aceta ldehyde by a lcoho l dehydroge na se (ADH) and partl y 
metabo lized by cytochro me P-450 and cata lase in hepatocyte mi croso mes and 
pe rixosomes, respecti vely (L iu , J., 20 14) . Aceta lde hyde is the major tox in in ethanol-
in duced li ver inj ury , ca using ce ll ular damage, intlammati o n a nd fibrosis (St icke l e t 
Hampe, 20 12) . Aceta ldehyde a Iso increases the redox ratio o f ni cotina mide adenine 
di nucleotide (NADH/NA D+) lead ing to a red uct io n of fa tty acid 13-ox idat io n throug ht 
a direct reduction of PPAR-a (lsrael et al. , 1977 ; L iu, J., 20 14). You and 
col laborators ha ve shown t hat ethano l induces fatty acid synthesis by act ivat io n of the 
stero l regu lato ry e lement-bind ing protein (SREBP) (You et al. , 2002) . Nota bl y, 
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SREBP-1 plays a centra l role in lipid metaboli sm by regulating the tran scription of 
genes in vo lved in hepatic lipid synthesis such as SREBP itse lf, ACC, FAS, and SCD I 
(Fearns et Loskutoff, 1997 ; Y ou et al. , 2002). Acetaldehyde is th en converted to 
acetate by acetaldehyde dehydrogenase (ALDH) in mitochondria of hepatocytes 
(Me ll o et al. , 2008). ln AFLD, the hi gh hepatic leve ls of acetate in hepatocytes, the 
ma in substrate of ACC, lead to the formation of acetyi -CoA throught the activation of 
DNL via SREBP (Yamashita, Kaneyuk i et Tagawa, 2001). ln add ition to lipid 
accumu lation, the produ ction of TNF -a is one of the ea rliest responses to ethanol-
induced li ver injury (Tilg et Diehl , 2000). TNF-a, a mediator of the mamma li an 
inflammatory response, up-regulates hepatic SREBP mRNA expression, act ivates its 
maturation and reduces PPARa express ion (Liu, J ., 20 14). Taken together, a li these 
modifi cations lead to the aggravation of li ver injury (Liu , J. , 2014). 
seo 1 is a delta-9 fatty acid desaturase that catalyzes the synth esis of 16: 1 (n-7) and 
18: 1(n-9) mono-unsaturated fatty acids (MUFA). SCD I is a key enzy me in the 
regulation of hepatic lipogenesis and 13 -oxidati on of lipids (Cohen, P. et al., 2002) . 
Increases in the hepat ic desaturat ion index resulting from elevated SCD 1 express ion 
and acrivity have been associated with non-alcoholic fatty li ver (NAFLD) and 
meta bol ic syndrome (Bjermo et Riserus, 20 1 0). Severa! studies have shown that 
SC D1 -defic ient mice are protected again st obesity a nd NAFLD (MacDonald et al., 
2008 ; Ntambi et al. , 2002). SCD 1-KO mi ce have redu ced lipid synthesis and 
enhanced B-oxidation of lipid s, as weil as increased th ermogenesis and insu li n 
sensitivity in various t issues, including the li ver. These metabolic changes protect the 
SCD 1-KO mi ce from a variety of dieta ry, pharmacologica l, and genetic cond itions 
that promote hepati c steatosis. 
As prev iously menti oned in the pathogenes is of alcoholi c li ver disease, prev1ous 
studies clescribed an increase in de nova li pogenes is characteri zed by an increase in 
the expression of key genes implicated in lipid metaboli sm (Y ou et al. , 2002) . Due to 
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its centra l ro le in hepatic li pid metabolism and its implicatio n in the development of 
NAFLD (Liu , J. , 20 14), we eva luated the ro le ofSCD I in the deve lopment of AFLD. 
We show that SCDl KO mice are comp letely protected aga in st AFLD, suggest in g 
that decrea sing SCD 1 acti v ity can o ffer a new th erapeutic strategy fo r the treatment 
ofth is disease. 
4.4 Materials and Methods 
4.4.1 Mice 
Wild-type (WT) C5 7B L/6N mice were purchased fi·om C harl es River laborato ries 
(Sennev ill e Canada). SCDl knockout (SC D 1 KO) mi ce in the C5 7BL/6N 
background were generated in our animal facilities. The SCD 1 KO li ne was a 
generous g ift of Dr J.M. Ntambi (U. Wisconsin , Madison, USA) . On ly male mi ce 
were used in the study . T he Anima l Care a nd Use Committee of the Université of 
Québec in Montréa l (UQÀM) approved al i animal experimental protocols. 
4.4.2 Chronic + binge protocol of alcoholic fatty liver disease induction 
Twelve week -o ld male WT and SCD 1 KO mi ce \-vere acclimated to a low-fat liquid 
control diet (AIN-76 (F 1268) ; Bio-Serv, Frenchtown, USA) for 5 days . Thereatler, 
the a nima is were d ivided in three groups: WT with control di et (CTRL) (n=8), WT 
w ith ethano l d iet (EtOH) (n=8) a nd SCD l KO with ethano l diet (SCDI KO EtO H) 
(n= 8) . T he ethanol groups (EtO H and SCDI KO EtO H) were fed a liquid diet (A IN-
76 (F 143 6) ; Bio-Serv, Frenchtown, USA) conta inin g 5% etha nol fo r 10 days wh il e 
th e CTRL group wa s ma intained on the control d iet. At day 11 , mice in EtOH groups 
were gavaged a sing le dose of EtOH (5 g/kg body weight, 3 J ,5% soluti o n), whereas 
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mice in the control group were gavaged an isocaloric dose of dextr in ma ltose (45 % 
solution). The gavage was always performed in the early morning. After gavage, mice 
were kept on control or EtOH diet for an additional 9h. Du ring thi s tim e, the an i mals 
\Nere kept on a wa rm e lectric blanket. After gavage, mice were slow moving, but 
co nscious a nd regained norma l behav ior w ithin 4-6h. T he mice were euthanized 9h 
after gavage, wh en AL T a nd AST serum leve ls reac h their peak (Bertola et al. , 20 13). 
4.4 .3 Plasma transaminase assays 
Blood was collected fTom mice by cardiac exsa nguinatio n tn co llection tubes 
co nta ining 10 lU/ ml Hepa rin. The blood was then centrifugee! for 1 Omin at 200g and 
the serum was co llected for subsequent analysis. Serum as parta te tran sa minase (AST) 
and a lanine tran sa minase (AL T) activities were measured using a Beckman DxC 
automated M onarch deviee (Biochemica l laboratory, Notre-Dame Hospita l, Mo ntréal, 
Canada). 
4.4.4 Liver histology 
To detect fat deposition in th e liver, frozen samples of livers ll·o m both CTRL and 
EtOH groups were embedded in Optimal Cutt in g Temperature compound (OCT) 
(F isher Scientific, Hampton, USA). sect ioned (4-8~tm) using a cryostat (Leica 
Biosystems, Wetzlar , Germa ny) and fixee! for 1 Om in in 4% paraforma lde hyde. Then 
sections were stainecl with Oi l Red-0 (Sigma-Aldri ch, Sa int Louis , USA) fo r lipi d 
accumula tion and nu clei \·Vere li ghtl y sta ined with Hematoxylin . Hematoxy lin and 
Eosi n (H&E) stai nin g was usee! to eva lu ate neu trophil in fil trati o n (Ki et al. , 201 0). 
Images were acqu ired with an A l Nikon mi croscope using a 20X object ive lens a nd a 
co lor camera. 
,-------------------------- --- ----- -· ---------------
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4.4.5 Immunofluorescence 
Immunofiu orescence was used to evaluate the expression of F4/80 a macrophage 
marker. We used 8~Lm secti ons of li vers from different groups as described above. 
Sections were then permeabilized fo r 1 Omin using PB S 1 X conta ining 0,25% Trito n-
XIOO (PBST), bl ocked for 30min in l % Bov ine serum albumin (BSA) in PBST and 
fi nall y incubated with Alexa Fluor 647 F4/80 antibody (1 :25 0) (BioLege nd , Lo ndon, 
UK). Nuclei were then stained with DAPI and images were acquired with an A l 
likon confocal microscope using a 20X objective lens. 
4.4.6 Triglyceride assay 
Concentrati on of liver tri glycerides wa s determined using a colorimetrie assay kit 
from Cayman Chemical (Ann Arbor, US A). Briefi y, 200mg of liver ti ssue was 
homogeni zed in J ml of Standard Diluent containing cOmpl ete protease inhibitor 
cocktail (S igma-Aldri ch, Saint Louis, USA) . The homogenate was then centrifu ged at 
4°C fo r 1 Om in at 1 O,OOOg. The supernatant was coll ected and hepati c tri glycerides 
were measured by enzymatic hydrolys is of tri glycerides to glycerol and free fatty 
acids, fo llowed by co lorimetri e measurement (at 540nm wavelength) of glycerol. 
Values for hepat ic triglyceri des were expressed as mg of triglyceride per g of li ver 
tissue. 
4.4 .7 HepG2 cell culture 
J-JepG2, a human hepato ma cellli ne, was obtained from ATCC (Ma nassas, USA) and 
mainta ined in Eagles minimum essentia l medium (EMEM; Wisent, St-Jea n-Baptiste, 
Canada) supplemented with 10% feta l bov ine serum (L i fe Technologies, Grand 
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Island , USA). Ethanol- induced injury was ach ieved by adding EtOH (1 OOmM) to the 
medium for 24h followed an additional 24h in the presence of 1 1-1M SCD1 inhibitor 
A939572 (Biofi ne, Vancouver, Canada) where appropriate. 
4.4.8 Lipid droplet imaging 
Contro l and ethanol-treated HepG2 cel ls were washed three times with ice-co ld 1 X 
PBS and fixed in 4% paraformaldehyde for 30min. Lipid droplets (LOs) were sta ined 
for lOmin with 1 flg/ml Bodipy 493/503 (Life Technologies, Grand Island , USA). 
Fluorescence was v isuali zed using a Nikon Al confoca l microscope us ing a 40X 
objective lens. 
4.4.9 Real-time PCR analysis 
Tota l RNA was iso lated from mice liver and HepG2 ce ll s using the Trizol reagent 
(Fisher Scientific, Hampton, USA) and accordin g to the manufacture r' s protocol. One 
1-1g of total RNA was reverse transcribed into complementary DNA (eDNA) at 42°C 
for 1 h using dT1 s oligonucleotide and SuperScript ll reverse transcr iptase accord ing 
to the manutàcturer 's protocol (L ife Techno logies, Grand Island , USA). Quantitative 
real-time PCR (qPCR) was p erform ed usin g a PowerUp™ SYBRTM Green Master 
M ix (Life Techn o logies, Gra nd Island, USA) to quanti fy the mRNA leve ls of genes 
implicated in de nova lipogenesis a nd inflammation. Sequences of the primers used 
are li sted in (Table 1). T he PCR a mplifica ti on reactions \Vere performed in a Roche 
LightCycler 480 Instrument (Penzberg, Germany). Data were norma lized using the 
housekeeping gene 1-lPRT l and expressed as fold changes re lat ive to cont ro l samples 
using the comparative delta-Ct (t-.t-.Ct) method . 
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4.4.10 Western blot analys is 
Cold PBS-washed li ver tissues and HepG2 cell s were homogeni zed in RIPA bu ffer 
conta ining 0.1mM PMSF and 1% of cO mpl ete protease inhibitor (S igma-Aldri ch, 
Saint Lou is, USA) . The homogenates were then centr i fuged at 1 5,000g 1 5m in at 4 
°C, and the supernata nt co ll ected. T he protein concentrations were determined using 
a protein assay reagent (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). Proteins were 
separated by 10% sod ium dodecy l su lfate -po lyacrylam ide gel e lectrophoresis and 
transferred to PVDF membranes (B io-Rad Laboratories, Hercules, USA) . T he 
membranes were blocked with 5% non-fat skim milk and incubated with either an 
anti-NF-KB (l :500; Santa Cruz B iotec hn ology, Dallas, USA), a n a nti-SREBP-1 c 
(1 :500; Santa Cruz Biotechno logy, Dallas, USA), an anti -C PTl (1 :1000; Abcam, 
Cambridge, USA) or an ant i-PPARcx (1: 1 000 ; Cel! Signa ling, Danvers, USA) 
antibody. After incubation, the membranes were washed in 1 X PBS + 0,1% Tween 
and incubated with anti -mouse or anti-rabbit horserad ish peroxidase-conjugated 
seco ndary ant ibod ies (l :5000; Cell Signa ling Tech nology, Dan vers, USA) T he 
immunoreactive ba nd s were revealed by chemiluminescence (M illipore, Billerica, 
USA) and usin g a chemi -lurn inometer (FusionFX, Co ll egien, Fra nce). 
4.4.11 Statistical Analysis 
Data are expressed as means ±SD. To compare values betvveen two groups, the 
Student t test was performed. To compare val ues between three or more groups, a 
one-wa y ANOVA test was performed fo ll owed by a Tukey ' s post hoc test. 
Co mpari son tests with p-values < 0.05 were considered significantly different. 
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4.5 Results 
4.5.1 Chronic + binge ethanol feeding leads to AFLD 
ln the present stu dy, we used a low-fa t (5%) liquid diet. T hi s diet contains a lower 
amount of MUFA (3 ,7g/L) compa red to other commercia ll y ava il ab le liq u id d iets. 
Us in g thi s d iet in a chro nic + bi nge protocol of etha no l (EtOH) abuse, leads to mice 
with severe liver injury cha racteri zed by changes cons istency and co lor. T he li vers of 
the EtOH group appea r pa le, yell ow and gra nul ar co m pa red to contra is 
(Figure.4.1 A), and there is a s ig nifi ca nt increase in the ga ll blad der content of th e 
EtOH group (data not shawn). T here is a lso an importa nt hepati c fa t accumul atio n 
(Figure.4.1B) , hi gh AST ( 440 versus 97 l U/L fo r co ntra is) and AL T (120 versus 3 1 
IU/ L fo r contra is) serum levels, as weil as a 3.2-fold increase in hepatic tr iglycerid es 
(T G) (Fig ure.4.1C). lnteresting ly, neutrophil infiltrati ons a re specifica ll y o bserved in 
th e liver sections of the EtOH group (Figut·e.4.1D). 
We observed a cont inu ous decrease in body weig ht during EtO H co nsumptio n 
(Figure.4 .2 A). T hi s is co nfi rm ed by a s imi lar decrease in fi na l body weight 
(Figure.4.2B) and is proba bl y t he result of a decrease in food intake in the EtOH 
group (Fig ure.4.2C). A ltogeth er, these features demon strate th e in duct ion of AFLD 
by ethano l feed in g. 
4.5.2 SCDl defïciency protccts mice against AFLD 
To character ize the ro le of SeDI in the development of AFLO, we used thi s chonic + 
binge ethano l feed in g protoco l o n SeOl KO mi ce. As fo r WT mi ce, the body weig ht 
of seo 1 KO mi ce tead il y dec reases o n th e EtO H diet (Figure.4 .2) . As prev ious ly 
mentionned, li vers of the EtOH group ( WT mi ce) show s ig ni fica nt cha nges in co l our 
and aspect (Figu rc.4.3 A; middle panel) . ln teresting ly , li vers of the seo 1 KO mi ce 
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fed with E tOH appear normal (Figu re.4.3A; right panel) and very similar to th e 
li vers of the contro l group (Figure.4.3 A; le.ft pane{). As expected , a large number of 
Red 0 -sta ined lipi d drop lets are see n in the livers of WT mice fed with EtOH 
(FigUJ·e.4 .3B; middle panel) whil e li ttle sta ining is vis i.ble in the li vers of SCD 1 KO 
EtOH mice (Figure.4.3B; right panel). Hematoxylin and Eosin sta ining reveals 
neutrophil infiltratio ns in the li ver of WT mi ce fed w ith EtOH (Figure.4.3C; right 
panel, red arrows) while no significant neutrophil infi ltrat ion ca n be detected in the 
SCD 1 KO EtOH mi ce (Figure.4.3C; right pane{) nor in the co ntrol group 
(Figure.4.3C; left panel) . Neutrophil infiltTa ti ons in EtOI-I-injured li vers a re 
associated w ith an increased number of F4/80+ macrophages (Figu re.4.3D). 
AST and ALT serum levels (Figure.4.4A,B) are very low in SCDl KO m1 ce 
compared to WT mice fed with EtOH (160 and 65 fU/L versus 443 and 141 IU/L for 
AST and AL T, respectively). Hepat ic tri glyceride levels (Figure.4.4C) and the 
hepatic index (H I) (F igure.4.4D) are a lso very low in the SCD1 KO EtOH group 
compared to Etül-1 only (32mg/dL and 2 .55% versus 136mg/dL a nd 3.90%), and are 
actually similar to control values (42 mg/dL for TG content and 2.62% for HI) . 
4.5.3 Effect of ethanol feeding on hepatic lipogenesis and 13-oxidation 
As lipid parameters are dramatica ll y increased in the livers of EtOH-fed WT mice 
(Figure.4.3B; 4.4C,D), we measured the re lat ive mRNA express ion of key genes 
in vo lved in de novo lipogenesis (DNL) such as SREBP-1 c, ACC, FAS, LXR a and 
SCDl . As an increase in TG content may also resul ts from a decrease in 13-oxidation, 
the leve! of express ion of key genes invo lved in this process were a lso exam ined 
(P P ARa and CPT l ). Our results show that compared to contro l, EtOI-1 feed ing of WT 
mice leads to a sign ificant increase in the expression of genes impli cated in D L 
(Figure.4.5A), while genes implicated in 13-oxidation are decreased (Fig ure.4.5B). 
Remarkably, in EtOH-fed SCD 1 KO mouse li vers, no su ch increase of lipogenic gene 
expression is observed (Figure.4 .5A) . We a lso observe a signifi cant increase in the 
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expression of genes in vo lved in the B-oxidation pathway in seo 1 KO mo use livers 
(Figure.4.5B). 
4.5 .4 SCDl deficiency protects mice against ethanol-induced inflammation 
As the li vers of EtOH-fed WT mice show severa! indicati ons of infla mmation 
(Figure.4.1 0 ; 4.3e,O) , we measured the re lative mRNA expression of key genes 
involved in th is process . An e levation of gene expression is seen for a num ber ofpro -
infl ammatory cytokines (T F-a., IN Fy and l L-6) (F igu re.4.6A), as weil as fo r so me 
monocyte (MeP and eeR2; Figure.4.6B) and macrophage (F4/80; Fi g ure.4.6C) 
markers, in the li vers of WT mice fed with EtO H compared to the contro l grou p. 
Remarkably, seo l KO mi ce fed with EtOH do not show upregulation of these 
infl ammatory markers, except for a modest increase of JN Fy re lative to co ntro l 
(F igure.4.6A) . 
4.5.5 SCDl inh ibition protects HepG2 cells against ethanol-induced injury 
ln order to confirm that our o bservatio ns in seo 1 KO mou se livers are associated 
with a decrease in seo 1 act ivity, a nd to explore the therapeutic potenti a l of seo1 
in hibition, 'vve treated HepG2 cell s exposed to Etül-1 with an inhibitor of SeDl 
activity. We show that a seo 1 inhibitor ( 1 ).LM A939572) considerab ly reduces li pid 
droplet accumul at ion in HepG2 ce ll s pretreated for 24 h with SOmM Etül-1 compared 
to cells treated with EtO H a tone (Figure.4.7 A). SREB P-1 c mRNA and protein 
ex press ion are e levated in EtO H-treated H epG2 cel ls. In the presence of a SeO ! 
inhibitor, SREBP-lc expressio n is lower than the o ne observed in EtOH-treated cell s 
(Fi g.4.7B), suggest ing a prevention of DNL activation. PPARa. a nd ePT l protein 
levels in HepG2 ce ll s a re dim inished by Etüf-1-trea tment. ln presence of the se01 
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inhibitor, the expression of PP ARa and CPT 1 remains elevated, suggesting high fatty 
acid oxidation (Fig.4.7B). Finally, the expression of inflammation markers TNF -a 
and NF-KB in HepG2 is increa sed followin g EtOH treatment, yet remains similar to 
contro l levels when SC O 1 activity is inhibited (Fig.4.7C). 
4.6 Discussion 
In thi s study, we show that a murine liver injury characterized by sign ificant steatosi s 
and inflammation ca n be induced by an ethanol feeding protocol on a low-fat di et 
with very lo w MUFA content. U ing thi s protocol, we demonstrate that SC01 KO 
mice are resistant to the deve lopment of ethanol-induced liver steatosis and 
inflammation. We a Iso show that treatment with a SCO 1 act ivity inhibitor can 
considerably redu ce ethanol-induced damages in HepG2 cel! cultures. These findings 
clearly demonstrate a centra l rote for SCDI in the development of AfLD and identify 
SCDl as a potential therapeutic target for treatment of this disease. 
Recently, Gao and collaborators developed a new chronic + binge ethanol feeding 
protocol for mice (Bertola et al., 20 13) that is highly releva nt to AFLD as it mimics 
chronic human alcohol consumption combined with occasional binge drinking. This 
protocol ge nerates a more severe liver injury, with increased lipid accumulation and 
inflammation as weil as hi gher AST and AL T serum levels, than other frequentl y 
used protocols. We used the same chronic + binge approach combi ned with a low-fat 
diet to indu ce li ver injury in C5 7B L/6N mice (Figure.4.1). This low-fat (5.4%) AIN-
76 di et contains very li tt le MUF A (3.4g/L) . Many studi es, including those of Gao et 
al., use the Lieber-De Carli 82 di et which contains 18% tàt and 23.5g/L MUFA. As 
C 16: 1 (n-7) and C 18: 1 (n-9) MUF A are products of SCO 1-mediated desaturation , it 
was important to limit the exogenous clietary contribution ofthese fatty ac ids in arder 
to compensa te fo r the tost of SCD 1 act iv ity in KO mi ce. 
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SCD 1 KO mi ce are protected against ethano1-induced fatty liver inj ury (Figure.4.3-
6). Livers of SCD 1 KO ethanol -fed mi ce show a norma l appearance 
(Figure.4.3A,4.4D), very low 1 ipid accumulation (Figure.4.3B,4.4C) and no 
significant neutrophil or monocyte/macrophage infïltTation (Figure.4.3C,D) . 
However, we detect so me hepatic injury via blood markers (AST and AL T; 
Figure.4.4A,B). The levels of hepatic fat accumulati on in ethanol-fed SCD 1 KO 
mice are similar to no-alcohol contra is, and are probab ly the result of the low 
ex pression of genes in vo lved in lipogenesis (SREBP- 1, ACC , FAS, LXRcx. and 
SCD 1· Figut·e.4.5A) (Stra ble et tambi , 20 1 0). Ethano l treatment inhibits AMPK 
activity and lowers phosphorylation of ACC. Since these phosphorylation eve nts are 
inhibiting, ACC acti vity is increased and 0 L is induced in the presence of ethano l 
(You et al., 2004). However, when SCOI is inhibited , AMPK activity is increased, 
resulting in inhibition of ACC act ivity and ON L (Kim, E. et al. , 20 Il ). SCO 1 
deficiency a Iso in hi bits SREB P-1 expression and maturation, lead ing to a further 
decrease in DNL (Miyazaki , Oobrzyn, Man, et al., 2004). The importance of SCD I 
activity in D L regu lati on may therefore ex plain the absence of hepatic stea tosis 
observed in the ethanol-fed SCD 1 KO mice. These KO mice also show a significant 
increase in 13-oxidation gene expression (PP ARa. and CPT l ), even compared to no-
alcohol contrais (Figure.4 .5B). This increased hepatic lip id catabolism foll owing 
SCDI deficiency (Kim, E. et al., 20 11 ; Miyaza ki et ül. 2007) could also explain the 
absence of steatosis in ethanol-fed SCO 1 KO mi ce. In fact an increase in 13-ox idati on 
can be sufficient to prevent fat depositi on in li ver (M iyazak i, Dobrzy n Man, et al. , 
2004). 
SC O 1 KO mi ce display a 10\·Ver inflammatio n state than WT contra is as measured by 
adipocyte secreti on of pro-i nflammatory cytokines (TNF -ex. and IL-6) (Liu , X. et al., 
20 10). Treatment of macrophages from CO l KO mice with Cl8:1(n-9) MUFA 
induces an increase in TNF-cx. and promotes inflammation (L iu, X. et al., 20 10) . 
However, the molecular mechani sm by whi ch CD 1 regul ates inflam mation rema in s 
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to be elucidated. Ethanol feeding of WT mice strongly induces the hepatic expression 
of cytokines (TNF-a, JNFy and IL-6) (Figure.4.6A) as weil as macrophage and 
monocyte markers (Figu•·e.4.6B,C). 1 n SCO 1 KO mi ce, the levels of these 
inflammation markers rema in similar to the ones mea sured in no-alcohol controls, 
with the exception of INFy (Figure.4.6A). The Jack of neutrophil /macrophage 
infi ltratio n (Figure.4.3C,D) and of monocyte/macrophage marker induction 
(Figure.4.6B,C) suggests an absence of hepatic inflammation in ethanol-fed SCO 1 
KO mice. T hi s absence of inflam mation coule! contribute to the effect of SCO I 
deficiency on DNL and/or B-ox idation as TNF-a can induce SREBP-1 c maturation 
and inhibit PP ARa expression, lead ing to an upregulation of ONL and a decrease in 
B-oxidation (Koszegi, 1991 ; Tai etal. , 2003). 
To confirm that the ethanol-indu cecl li ver injury protection observed 1n SCDI KO 
mice is a consequence of a deficiency in SCOI act ivity, we exposee! ethanol-treated 
HepG2 cell s to a SCDJ inhibitor. In adipocytes, this SCD I inhibitor decreases ONL 
and inflammation, and increases fatty acid oxidation (L iu , X., St·able et Ntambi, 
20 Il ), features we observe in li vers of SCD 1 KO mi ce. lnterest ingly, inhibition of 
SCO I activity diminishes ethanol-induced lipid droplet accumulat ion (Figure.4.7A), 
ONL (SREPB -l c; Figu re.4.7B) and inflammation (Figure.4.7C), and rescues 
ethano l-induced fatty acid B-oxidation (CPT ! and PPARa; Figure.4.7B). ft appears 
that ai l the major aspects of ethano l injury we quantifiee! in mice (hepatic steatos is, 
lipid anaboli sm/cata bolism, inflammation) are repeated in th is in vitro mode! and are 
normal ized by an inhibition ofSCD I act ivity. 
Ethanol consumption induces an increase in the concentration of acety l-CoA 1n 
hepat ic ce ll s (Liu, J., 20 14), lead ing to increased ONL and decreased fatty acid B-
oxidation. This is also associated with increased inflammati on, manifesting as 
elevated cytokine levels and neutrophi l/macrophage infi ltrations (Fig ure.4.8A). ln 
contrast, in the absence of SCD 1 expression or activ ity, these phenomena are a l most 
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absent (Figure.4.8B). Thi s mi ght be the result of a higher SFA co ntent, and increased 
SF A/M U FA ratio . Diets enri ched in SFA a re protecti ve again st EtOH indu ced li ve r 
inju ries compa red to di et enri ched in unsaturated fatty aci ds (USF). M ice on a diet 
supp lemented with sa tura tee! lo ng cha in fatty ac id s (pa lmiti c ac id (C 16:0, 25%) and 
stearic ac id (C 18:0, 85%)) deve lop a less severe etha no l-assoc iated li ver d isease 
(K irp ich et al., 201 6 ; Na nji , 2004 ; Ro ni s et aL, 2004) .. These mi ce have redu ced 
leve ls of hepati c inj ury, stea tosis, and oxidative stress co mpared to etha no l-fed mic e 
on a di et enri ched in USF (o le ic a c id (C 18: 1, 27%) a nd linole ic ac id (C 1 8:2, 60%)) 
(Chen, P. et aL, 20 15). T he beneficia i effect of a SFA-rich d iet comparee! to a n USF -
rich di et, is attribu ted to the mod ulat ion of the hepatic S it1uin- SR EBP- 1- hi sto ne H3 
ax is, result ing in the suppress io n of lipoge ni c genes via a redu ction of SR EBP 
maturation (Y ou et aL, 2008). 
ln conc lu sion, mi ce submitted to a chro ni c + binge etha no l feedin g protoco l o n a low 
MUFA d iet di splay li ver inj ury and infl a mmati on. Importa ntl y, SCDl defï c iency 
a lmost co mpl etely prevents the de leteri ous effect of etha no l consumption in mi ce, 
highli ght ing th e centra l role of SCD 1 in AFLD. Future stu d ies are needed to 
determine if a di rect inhibition ofSCD 1 activ ity can he lp treat this disease. 
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4.10 Figures 
Figure 1 
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Figure 4.1. Chronic + binge ethanol feeding induces a severe form of liver injury 
in mice . Two groups of C57BL/6N mice were fed a liquid low-fat diet for 10 days. 
The diet of one group was supplemented with 5% ethanol (EtOH) . At day 11 , mice in 
the EtOH group were gavaged a single dose of ethanol (5 g/kg body weight) , whereas 
mice in the control group were gavaged an isocaloric dose of dextrin maltose. Mi ce 
were euthanized 9h after gavage. (A) Representati ve pictures of mi ce li vers. (B) Oil 
Red-0 and Hematoxylin staining of li ver secti ons. (C) Concentration of serum AST 
and ALT. and TG? (D) Representative Hematoxylin and Eosin (H&E) staining of 
liver secti ons; red arrows show neutrophil infiltration. Scale bars: 1 O~Lm . 
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Figure 4.2. Effect of ethanol feeding on body weight and food intake in WT and 
SCDl KO mice. After a 5 day acclimation period on the liquid diet, the chronic + 
binge protocol was used to induce AFLD. (A) Daily body weight. (B) Body weight 
on the last day of the protocol. (C) Average food intake (ml) per mouse per day . 
CTRL: control, EtOH: ethanol-fed, SCDlKO : SCDl knockout. Values represent 
means ± SD (n= 8) . Student t-test: * p < 0.05 ; ** p < 0.01 ; *** p < 0.001 versus the 
corresponding control group . Scale bars: 1 0!-!m 
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Figure 4.3. Liver histology after ethanol feeding of WT and SCDl KO mice. (A) 
Representative pictures of mouse livers. (B) Hematoxylin and Oil Red-0 stainjng of 
hepatic tissue sections. (C) Hematoxylin and Eosin (H&E) stairung of liver sections; 
red arrows show neutroprul infiltration (D) Immunofluorescence staining of F4/80+ 
cells (red) in liver sections. Cell nuclei are shawn in blue. 
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Figure 4.4. Effect of ethanol feeding on hepatic metabolic characteristics of WT 
and SCDI KO mice. (A,B) Concentration of serum AST and ALT. (C) Hepatic 
triglyceride concentrations. (D) Hepatic index(%) calculated by dividing liver weight 
per body weight. Values represent means ± SD (n= 8). Student t-test: * p < 0.05 ; ** p 
< 0.01 ; *** p < 0.001 versus the corresponding control group. 
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Figure 4.5. Effect of ethanol feeding on expression of hepatic lipogenic and 6-
oxidative genes. Expression (measured by qPCR) of genes associated with 
lipogenesis (A) and 13-oxidation (B) in livers of ethanol-fed WT and SCD 1 KO mi ce. 
Values represent means ± SD (n=6-8) . Student t-test: * p < 0.05 ; ** p < 0.01 ; *** p < 
0.001 versus the corresponding control group. 
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Figure 4.6. Effect of ethanol feeding on expression of hepatic inflammation-
related genes. Expression (measured by qPCR) of genes associated with 
inflammation in livers of ethanol-fed WT and SCD 1 KO mice: (A) pro-inflammatory 
cytokines TNF-a, INFy and IL-6 , (B) monocyte markers CCR2 and MCP, and (C) 
macrophage marker F4/80. Values represent means ±SD (n=6-8). Student t-test: * p < 
0.05 ; ** p < 0.01 ; *** p < 0.001 versus the corresponding control group. 
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Figure 4.7. Effect of SCDI inhibition on ethanol-treated HepG2 cells. HepG2 
cells were incubated or not with ethanol (EtOH) then treated or not witb a specifie 
SCD 1 inhibitor (A939572). (A) Treated cells were stained witb Bodipy 493/503 to 
visualize lipid droplets. Expression (measured by WB and qPCR) of key genes 
implicated in lipid metabolism (B) and inflammation (C). Student t-test: * p < 0.05 ; 
** p < 0.01 ; *** p < 0.001 versus the corresponding control group. 
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Figure 4.8. Schematic representation of the role of SCDl in the development of 
alcoholic hepatic steatosis. (A) In the normalliver, ethanol consumption induces an 
increase in acetyl-CoA, which triggers fatty acid synthesis through elevated 
expression ofkey de nova lipogenesis (DNL) genes (SREBP, ACC, SCDl , FAS ... ), 
and a decrease in 0-oxidation of fatty acids. Ethanol induces local inflammation by 
prompting the expression of pro-inflammatory genes (such as TNF -a) as well as the 
infiltration of neutrophils and monocytes/macrophages. (B) SCD 1 deficient mice are 
protects against ethanol-induced li ver in jury. The li ver of SCD 1 deficient mi ce shows 
no increase in DNL.0-oxidation is increased, probably due to a higher SF A/MUF A 
ratio. The expression of pro-inflammatory genes remains unchanged. 
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Tableau 4.1. Primers sequences for mouse and human genes used in real-time 
PCR 
Species genes Forward primer (5 ' ... 3 ' ) Reverse primer (5 ' ... 3 ' ) 
SREBP GAGGCCAAGCTTTGGAC CCTGCCTTCAGGCTTCTC 
-1 CTGG AGG 
FAS ATTGCATCAAGCAAGTG GAGCCGTCAAACAGGAA CAG GAG 
ACC TGAAGGGCTACCTCTAAT TCACAACCCAAGAACCA G c 
SCD-1 CTGCCTCTTCGGGATTTT GCCCATTCGTACACGTG CT ACT ATTC 
LXRa ATTAAGGAAGAGGGGCA GCTGAGCACGTTGTAGT GGA GGA 
PP ARa CTGCAGAGCAACCATCC GCCGAAGGTCCACCATT AGAT TT 
Mou se 
CPT-1 TCCATGCATACCAAAGT TGGTAGGAGAGCAGCAC GGA CTT 
TNF-a AAGCCTGTAGCCCACGT AGGTACAACCCATCGGC CGTA TGG 
IFN-y TAGCCAAGACTGTGATT AGACATCTCCTCCCATC GCGG AGCAG 
IL-6 TCCATCCAGTTGCCTTCT TTCCACGATTTCCCAGA TG GAAC 
TCAGCCAGATGCAGTTA TCTGGACCCATTCCTTCT MCP-1 ACGC TGG 
CCR2 ATGCAAGTTCAGCTGCCT ATGCCGTGGATGAACTG GC AGG 
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Species genes F01·ward primer (5 ' .. . 3 ' ) Reverse primer (5 ' ... 3 ' ) 
F4/80 GGAAAGCACCATGTTAG CCTCTGGCTGCCAAGTT CTGC AATG 
1-fPRT TCAGTCAACGGGGGACA GGGGCTGTACTGCTTAA TAAA CCAG 
SR EBP ACAGTGACTTCCCTGGCC GCATGGACGGGTACATC 
- J TAT TTCAA 
Hu man TNF-a CCTCTCTCTAATCAGCCC GAGGACCTGGGAGTAGA TCTG TGAG 
HPRTI CCTGGCGTCGTGATTAGT AGACGTTCAGTCCTGTC GAT CATAA 

CHAPITRE V 
CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
5.1 Conclusion 
Le but principa l des trava ux de cette thèse consistait à savo ir si l' inhibition de 
l' express ion et/ou de l' activité de SCD1 pourrait constituer une cibl e thérapeutique 
pour la stéatose hépat ique. Cependant, avant d'explorer le potentiel thérapeutique de 
cette protéine nous devions caractériser les mécani smes d'action et le rôle précis de 
cette enzyme sur le métabolisme lipidique hépat ique principalement sur la lipogenèse 
de novo et la B-oxydation mitochondriale. 
Nous avons tout d'abord montré, que l' inhibition de l' express ion de SCD 1 dans le 
foie induit une diminution de la lipogenèse de novo principa lement via l' inhibition de 
l'express ion et de la maturation du facteur de transcription SR.EBP-1 c. Pour la 
première fois, nous avons montré qu e cette inhibiti on serait due à l' absence de 
l'o léate qui sera it essenti el pour la maturation de SREBP -1 c afin de tàcil iter sa 
translocation vers le noyau et d'activer ainsi les gènes lipogéniqu es. 
En effet, nos résultats suggèrent que l'o léate se li erait directement à SREBP-1 c. Nous 
avons auss1 montré que l' augmentation de la B-oxydation observée dan s les 
hépatocytes déficients en SCD1 serait due à une augmentation des taux 
intracellulaires d'acide gras polyinsaturés (ro-3 et ro-6). 
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Dans une deu xième partie, nous avons étud ié le rô le de la Seipine da ns le 
développement de la stéatose hépatique qu i se développe chez les lipodystroph iques 
et la relation qui pourrait exister entre la Seipine et SCDl dans le foie. otre étude a 
montré que l'absence de la Sei pi ne chez les pat ients BSCL2 jouerait un rôle clef dans 
l' insta llati on el l'aggravation de la stéatose hépatique sévère. Nous avons montré que 
l'absence de la Seip ine induit une augmentat ion du nombre et un change ment de la 
morpho logie des gouttelettes lipidiques associée à une augmentation de la captation 
des acides gras et de la 1 i po genèse de nova. De faço n intéressa nte, nos résultats 
montrent aussi que SCD 1 et la Sei pi ne colocaliseraient et qu e l' inhibiti on de 
l'expression de SCD 1 dans les hépatocytes déficientes en eip ine renverserait le 
phénotype observé. 
Dans la troisième partie, nous avo ns étudié l'effet de l' in hi bitio n de l' expression et de 
l'activité de SCD 1 sur le développement et la progression de la stéatose a lcoo lique. 
Cette étude a montré que les sour is SCD 1 défic ientes so nt résistantes au 
développement de la stéatose alcoolique. En effet, nous avons observé un e diminution 
de la lipogenèse de nova et de l'accumulation des gouttelettes lipidiques chez les 
souris SCD 1 défici entes soumises à une diète liquide pauvre en M FA supplémentée 
de 5% d'éthanol pendant 10 jours sui vi d' un gavage avec 3 1% d'éthano l le ll ème jour 
comparé aux som is sauvages nourries avec la même diète. Les acides gra s saturés qu i 
sont augmentés suite à lïnhibition de SCD1 favor iseraient la ~ -oxydation en activant 
le facteur de transcription PP AR-a et en inhibant la lipogenèse comme décrit dans la 
première partie. De plu , les sou ri s SC D1 déficientes ne développaient pas 
d' inflammati on associée à la pri se d 'a lcoo l et ne montra ient pas d' infil tration de 
cellules de Kuppfer (macrophages) comme cela a été observé chez les souri s 
sauvages. Ces effets observés sur le développement de l' AFLD serai ent dus à un 
déba lancement du contenu lipidique hépatique indui sa nt une accumu lat ion d'ac ides 
gras saturés et une diminut ion du taux d'acides gras mono-in saturé 
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5.2 Perspectives 
Les travaux présentés dans cette thèse constituent une réell e ava ncée dans la 
compréhension du rôle de SCD1 dans l'accumulati on hépatique des lipides et de ce 
fa it da ns le développement de la stéatose hépatique ainsi que da ns la régulation de la 
lipogenèse de nova via l'acti va tion de la matu ration de SREBP-1c ainsi qu e de la 13-
oxydat ion mitochondriale des acides gras. De plu s, nous avons montré que 
l' inhibition de !"expression et/ou 1 ' acti vité de seo 1 pourrait constituer une thérapie 
intéressante pour la stéatose hépatique indépendamment du type de stéatose (non 
alcooliqu e ou alcoo lique). A l' a ide de la bibliographie déjà publiée et des nouve ll es 
connaissances que nous avons générées, cette part ie vise à expliquer et di scuter les 
di ffé rents résulta ts obtenu s en proposa nt des perspectives d'études fu tures qui 
permettraient d'enri chir les co nnaissa nces vis à vi s certai ns méca ni smes proposés et 
d'approfondir certains résul tats et mécani smes obtenu s. 
5.2.1 Rôle de SCDl dans la régulation du métabolisme lipidique 
Nous avo ns montré qu e l' inhibiti on de l' express ion de SCDl induit une diminu tion 
de la lipogenèse suite à une diminution de l' ac ti va ti on de SREBP-1c et une 
augmentation de la B-oxydati on mitochondrial e du e à une augmentati on du contenu 
cellula ire en PUFA. Aussi, nous avo ns montré qu e SCDI jouerait un rôle im portant 
da ns la fo rmation des gouttelettes lipidiqu es. 
5.2.1.1 Rô le dans la régulation de la lipogenèse de novo 
Nos résultats du chapitre II montrent que l' inh ibition de l' expression et/ou de 
l'act ivité de SCD 1 induit une diminution de la lipogenèse de nova dans les cellules 
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l-l epG2 et dans les souri s SCD 1 défic ientes (Figure.2 .2& 2.8). Cette diminution de la 
lipogenèse est associée à une diminution de l' expressi on et de la maturation de 
SREBP-1 c . Ces résultats so nt en accord avec de nombreuses études qui o nt montré 
qu e les souris seo 1 déficientes montrent une diminuti on de la lipogenèse de novo 
dans le fo ie et une diminu t io n de l'expressio n et de la mat uratio n de S REBP-1 c 
(Mi yaza ki , Do brzyn, Man, el al. , 2004; Mi yaza ki el al. , 2007 ; N ta mbi el al., 2002) . 
De façon ori ginal , notre étude m ontre qu e la diminuti on de la maturati on et de 
l' express io n de SREB P-1 c sera it du e à une ab ence d 'o léate end ogène et que l' aj out 
d'o léa te so it exogène da ns les cellul es en cul ture so it produit spéc ifiquement de façon 
endogène induit une aug mentati on de la maturati on et de 1 'ex press ion et de la 
maturati on de SR. EBP-1 c e t de la lipogenèse de nova (Figure.2.6.B et C & 2.8) . De 
plu s, aucun effet n·a été o btenu avec le palmito léa te (Figure.2 .7 & 2.8) . Ces résultats 
sont accord avec l' hypothèse émise par l'équipe du Dr. Ntambi (Miyazaki , Do brzyn, 
Man, et al. , 2004). En effet, les a uteurs o nt montré qu e les souri s SC D 1 défici entes 
nourri es avec une di ète riche en fru ctose mo ntrent une diminuti on de la lipogenèse 
hépati que et une diminuti on de la maturat ion de S REBP-I c et qu e l'aj o ut l'o léate 
exogène indui t une augmentation de la maturatio n de SR EBP-l c ma is n'a pas d 'effet 
direct sur la lipogenèse de nova. Les auteurs suggé ra ient al ors qu e l'o léate endogè ne 
est essenti e l pour la matura ti on de S REBP-1 c, nous l' avons démontré . 
Cette hypoth èse sur 1 importance de l'o léa te endogène dans la régul ation du 
méta bo li sme lip idiqu e hépatique a été confi rm ée récemment. En effet, le Dr tam bi 
et so n équ ipe ont déve loppé des souris SC Dl déficientes qu i ont la capac ité de 
produire da ns le fo ie péc ifi queme nt so it de l'o léa te (GLS5) ou du pa lmito léate en 
in sérant res pecti vement so it le gène huma in SC D5 (o léate) ou le gène murin SCD3 
(pa lmitoléa te) (B urhans et al., 201 5 ; Liu , X . et al., 20 16). L' étude de Burhans et al a 
montré que le so uri s GLS5 nourri es avec une diète riche en sucre (Hi g h ucrose) 
développent une stéatose hépatique contrairement aux souri s GLS3 et a ux souri s 
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GKO qui so nt rés istantes au développement d ' une stéatose hépatiqu e. Les souri s 
GLS5 mo ntrent aussi un développement du ti ssu adipeux et un gain de po ids. 
Cependant, la lipogenèse de nova n'est pas co mplète ment resta urée. Da ns cette étud e, 
les auteurs suggèren t que l'o léate endogè ne serait donc essentiel pour la régul ation de 
l' ho méostasie lip idique du ti ssu ad ipeux (B urha ns et al., 20 15). Cette augmentat ion 
parti ell e de la maturat ion de SR EBP-1 c après l'ajout de l' o léate peut être exp liquée 
par l'existence d ' autres mécani smes modulés régul ant la li pogenèse de nova . E n effet, 
après l' aj out d ' o léa te (dans les ce ll ul es HepG2 ou dans les souri s G LS5), le taux 
d ' AGS reste augmenté comparé aux cellu les co ntrô les. En effe t, il a été montré que 
l' augmentati on du taux cellul a ire d ' AGS indui t un e augmentat ion de la 
phosphorylati o n de AM P K qui va induire une phosphory lation de l' ACC indui sa nt 
son désactivati on et mena nt a in si à une diminution de la lipogenèse de nova (Jump, 
2011 ). De plus, une autre étud e a mo ntré qu e les AGS indui sent un e polyméri sati on 
de l' ACC induisa nt son inac ti va tion et menant à la diminuti on de la lipogenèse de 
nova (D esvergne et Wa hli , 1999) . 
Une autre étude récente a aussi co nf irmé le rôle im portant qu e j oue l o léate da ns 
l' ho méostas ie hépatiqu e. En effet , l'o léate sembl e être indi spensable pour protéger le 
fo ie contre le stress du RE et de l' infla mmat ion indui te par un e diète lipogén iqu e 
(riche en sucrose) chez les souri s GLS5 au niveau du fo ie (L iu , X. et aL. , 20 16). E n 
effet, les souri s GLS5 montrent une dim inut io n de l'expressio n des gènes impliqués 
dans le stress du RE et l' expression des cytokines infla mmato ires co mparées aux 
sour is SCD 1 défi ci entes spécifi qu ement dans le fo ie sans doute due à l' augmentat ion 
du ratio MUFA/PUFA (L iu, X. et al. , 201 6) . 
Pou r la premi ère fo is, nous avo ns montré que l' o léate est capab le de li er SREBP -1 c. 
Cette o bservation est cruciale et pourrait s'exp liquer par trois mécan ismes d ifférents 
qui doivent être explorés plus en détai ls: 
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1) L'oléate pourrait aussi régul er l' expression transcriptionnelle de SREBP-1 c. 
2) L'oléate pourrait se li er à la fract ion mature de SREB P-1 c directement pour 
faci li ter sa trans location en changeant sa conformation dans le noyau et 
activer a in si les gènes lipogéniques. 
3) L'o léate pourrait être reconnu par une protéine senseu r (au ni veau du RE) , qui 
peut être le précurseur de SREB P-1 c, ce qu i va permettre la translocation du 
complexe SR EBP -1 c-SCAP vers la membrane du Golgi et déc lencher a in si 
son c li vage par les protéases SP1 et SP2 mena nt à l' act ivat ion de la 
maturation de SREBP-1 c. 
li faudrait da ns un premier temps explorer !"effet de l'o léate (endogène ou exogène) 
sur la transcription de SREBP-1 c. Pour ce la nou s pou rri ons incuber des cel lules avec 
de l'o léate ou en surexprima nt SCD l au moyen d ' un vecteur d 'ex pression dans des 
cellul es, a fin d ' induire une surprodu ct ion d ' o léate endogène. 
Nous utiliserons le promoteur de SREBP -1 c cloné en amont du gène luciférase. 
L 'act ivité luciférase sera mesurée atin d 'éva luer lïm pact so it de la surproduction 
d'o léate ou de l' add ition d"oléate exogène sur l'activité promotrice du gène SREBP. 
Si nos résultats mo ntrent bien un effet de l 'o léate sur l'activité promotrice, des 
dé létions séqu enti elles ou des mu ta ti ons ponctuel les pourront être envisagées pour 
identifi er les zones de réponse à r oléate. 
Une technique identifiée récemment permettrait de confi rmer nos résultats sur la 
liaison de l' oléate et nous permettra it de conna ître les acides aminés impliqués dans 
cette liaiso n. E n effet, nous pourrions utili ser la technique de marquage des ac ides 
gras avec une sonde tlu orescente d'a lky l (alkyny l falty acid probes) per mettant le 
suiv i en temps rée l de son métaboli sme (Charron et al. , 2009 ; Hannoush et Arenas-
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Ramirez, 2009 ; Hannoush et Sun, 2010). Cette technique est décrite dans la Figure 
5.1 (Hannoush et Arenas-Rarnirez, 2009). 
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Figure 5.1. Marquage et identification de protéines cellulaires avec des acides 
gras ro-alkynylé bioorthologues. a) Structures chimiques des groupes N -myristate et 
S-palmitate attachés de façon covalentes aux protéines. b) Différents acides gras 
synthétiques ro-alkynylés. c) Procédure pour le marquage cellulaire des protéines 
modifiées par des acides gras analogues. Les acides gras synthétiques ro-alkynylés 
sont ajoutés aux milieux de culture et seront incorporés métaboliquement en 
traversant la membrane cellulaire aux protéines acylés (modification par les acides 
gras) . Par la suite, le groupe alkyl se lie à un azide (N3) couplé à une biotine marquée 
ou un fluorochrome. Les protéines conjuguées sont par la suite séparées par 
électrophorèse sur gel d'agarose et détectées par une streptavidine couplée à HRP (A) 
ou détectées par une streptavidine couplée à un anticorps Alexa 488 et visualisées par 
microscopie à fluorescence , et en incubant les cellules avec un anticorps primaire 
anti-SREBP-1 c puis avec un anticorps secondaire qui reconnaît l'anticorps primaire 
couplée à un Alexa-647. 
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La protéine SREBP-lc couplée éventuellement à l' oléate alkylé selon la technique 
décrite plus haut pourrait être immunoprécipitée puis migrée sur gel par la suite la 
bande sera analysée par LC/MS. Ceci va permettre de déterminer les acides aminés 
(aa) impliqués dans la liaison de SREBP-lc à l' oléate (Hannoush et Sun, 2010). Par 
la suite, des constructions tronquant les acides aminés impliqués pourront être 
transfectées dans les cellules HepG2 afin de confirmer 1 ' implication spécifique des aa 
mutés. 
li a été montré dans la littérature que la protéine Wnt3a subit une modification post-
traductionnelle préférentiellement par le palmitoléate mais faiblement par l'oléate 
(Takada el al , 2006). L ' enzyme responsable de cette acylation est la Porcupine (Nile 
et Hannoush, 2016 ; Takada et al., 2006). Dans notre étude nous avons vérifié 
l'éventuelle implication de la Porcupine dans l' acylation de SREBP-1 c. Nous avons 
incubé les cellules HepG2 avec de l' oléate radioactif en présence d' un inhibiteur de 
Porcupine (LGK974, Millipore®) et quantifié la radioactivité sur la bande 
correspondante à la SREBP-1 c après immunoprécipitation. Nos résultats ne montrent 
pas de différence dans les comptes de radioactivité dans la bande de SREBP -1 c pour 
les cellules en présence d' inhibiteur de Porcupine comparé aux cellules sans 
inhibiteur. Ces résultats suggèrent 1 ' implication d' une autre enzyme dans 1 ' acylation 
de SREBP-1 c. En effet, la Porcupine fait partie d'une famille de protéines localisées 
sure la membrane de RE composée de 11 membres. Cette famille de protéines est 
appelée la membrane bound 0 acyltransferase protein (MBOAT) et chaque membre 
possède un mécanisme et un substrat préférentiel (Hofmann, 2000 ; Masumoto el al., 
2015). 
Pour cela, il sera utile de voir l' effet de l ' inhibition de ces différentes enzymes sur la 
liaison de l'oléate à SREBP-lc. Nous incuberons les cellules HepG2 avec l'oléate 
radioactif (modifié comme décrit précédemment) en présence d'un inhibiteur 
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spéc ifique de chaque enzyme (une par une) et voir l'effet sur la li aison en détectant 
SR.EBP-1 c comme décrit en haut. 
5.2.1.2 Rôle dans la régulation de la P-oxydation mitochondl"iale 
Nous avo ns montré que l' inhibition de l'expression de SCD l dans les ce llul es HepG2 
induit une augmentation de la P-oxydation mi tochondriale caractérisée par une 
augmentation de l' expression de PP AR-a, le facteur de transcription responsable de 
l' activation des principaux gènes impliqués dans la P-oxydation mitochondriale te l 
que CPT 1 (Figure.2.3.A). Ces résul tats sont en acco rd avec des tra va ux 
précédemment publiés ayant montré que les souri s seo 1 déficientes montrent une 
augmentation de la P-oxydation mitochondriale caractérisée par une augmentation de 
l'express ion hépatique de PP AR-a et de CPT-! (Dobrzyn , P. et al., 2004; Ntambi et 
al., 2002). 
Cependant, le mécani sme d'action induisant cette augmentation reste Inconnu . 
Dobrzyn et al, ont suggéré que l' augmentation de la P-oxydation mitochondriale 
observée serait probablement due à une augmentation de la phosphorylation de 
l' AMPK (Dobrzyn, P. et al. , 2004). En effet, les auteurs suggèrent que 
l'augmentation de la phosphorylation de l' AMPK observée va induire une 
augmentation de la phosphorylation de l' ACC ce qui va induire une diminution de 
son activ ité. La dimi nution de l' activ ité de ACC in du it une diminution du taux 
cellulaires de malonyi-CoA (Dobrzyn, P. et al. , 2004). 11 est connu que le malonyi-
CoA est inhibi teur allostérique de CPT! (Thupari et al. , 2002). En effet, les souri s 
SCD l déficientes montrent une diminution de 2 fois des taux hépatiques de malonyl-
CoA dim inuant a insi l' inhi bition de l' activité de CPT-1 (Dobrzyn, P. et al. , 2004). De 
plus, il a aussi été montré que !"augmentation de l'act ivité de l' AMPK observée peut 
augmenter directement l' activité de CPT ! et CPT-2 (Velasco et al. , 1998). 
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Cependant, les auteurs n 'ont pas proposé de méca ni sme ex pliquant l'augmentation de 
la phosphory lation de l' AMPK observée chez les souri s SCD 1 déficientes. 
Pour confirmer ces observat ions, il se rait intéressa nt de mesurer les ni veaux 
d 'ex press ion protéique et le ni veau de phosphory lati on par immunobu vardage (WB) 
d ' ACC et de l' AMPK. 11 sera it intéressant aussi de mesurer le contenu ce llula ire de 
mal onyi-CoA par un kit ELlS A (MyB ioSource). 
Dans notre étude, nous avons aussi observé une au gmentation du contenu hépatique 
des acides gra s pol y in sa turés (w-3 et w-6) (Figure.2.4). Il a été m ontré qu·une 
augmentation du ta ux cellula ire de PUFA indui ra it une augm entati on de la ~­
oxydation mitocho ndri a le. En effet, les w-3 ont en effet la capacité de se lie r 
directement à PPAR-a. act iva nt a in si l' exp ression des gènes impliqués dans la ~ ­
oxydation mitochondria le comme CPT -1 et CPT -2 (Chakravarthy el al. , 2009 ; 
Chakrava rthy et al. , 2005 ; D oss i et al., 20 14 ; Lopez-Dominguez et al., 2016). Une 
autre possibilité envisagée est que les PUFA peuvent régul er l' activité 
transcriptionn ell e de PPAR-a. en se li ant directement à son promoteur. Tl serai t a lors 
intéressant de regarder cela e n iso lant le promoteur de PP AR -a. en le c lonant dans un 
vecteu r de type pGL2 (P romega®) cou pl é à un gè ne lu c iférase. Nous effectuero ns par 
la suite des tra nsfecti ons dans des ce llules HepG2 in cubées avec différents PlJFA 
(oméga-3 et o méga-6) et observons l' impact sur le ni vea u d ' expression de la 
lu cifé ra se. 
Les cellules humaines ont la capacité de sy nthéti ser les PUF A par l' interm éd iaire des 
désaturases appe lées FAD (fatty acid desaturases) (Lee, J. M . et al., 20 16) . Il existe 3 
iso formes de F AD, F AD 1, F AD2 et F ADJ , les gènes codant pour ces isofo rmes sont 
localisés su r le chromosome 1 1 (Marqua rdt el al., 2000). L' expression de ces F AD 
est régulée prin cipa lement par l'ac ide linoléique (LA, l8 :2 -n6) et l' acide a -linoléiq ue 
(ALA, 18 :3n-3) a pportés pa r l'a li mentation. Cependant, une tà ible qu an tité 
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seulement de PUF A qui ont plus que 20 carbones peuvent être synthét isés par ces 
désaturases dans les ce llules humaines (Lee, J. M. et al., 2016). 
À la lumière de ces données de la littérature, nous pourrions penser que 
l' augmentation du taux ce llulaires de PUF A observée dans les ce llul es HepG2 
déficientes en SCD l , serait due à un mécanisme cellulaire compensato ire. En effet, 
l' absence d'acides gras mono-insaturés dans les cellules pourrait enclencher v ia un 
mécanisme encore inconnu (probablement via un senseur) , un phénomène permettant 
aux cellules des stocker les PUFA au li eu de les oxyder. Éta nt donné que la 
production des PUF A dans les cellul es humaines est faible, on pourrait penser qu e 
l'activité des F AD dans ces cond iti ons serait stimulée. Ce la reste à vérifier et la 
mesure du ni vea u d' express ion des FAD ain si que leu r ni veau d'activité dans les 
foies de souri s déficientes dans les cellules sur- ou sous-expri mant seo 1 pourraient 
être évalués. Une étude transcriptionnelle permettant d' évaluer l' activ ité du 
promoteur des différentes FAD en présence de palmitoléate ou d'oléate pourrait aussi 
être envisagée. Nous pourrions également observer l' impact de ces acides gra s su r la 
transcription des F AD dans des cellul es HepG2 incubées avec des doses croissantes 
de palmitoléate ou d' oléate . 
Pour confi rmer le rôle des F AD spécifiques, nous pourrions inhiber leur expression 
dans des souris SCD 1 déficientes ou grâce à des siRN A dans les cellu les et évaluer 
l' impact sur la ~-oxydation et le développement de la stéatose hépatique en répon se à 
une diète riche en sucres. 
Cependant le ni veau élevé de PUFA pourrait résulter d' une inhibi tion de leur 
dégradation. La ~ -oxydat ion des PUF A a 22 carbones et plus se passe dans les 
peroxysomes. La première étape est cata lysée par l'acy i-CoA oxydase, les résidus 
acy lés ainsi obtenu s traversent la membrane des peroxysomes par 1' i nterméd iai re 
d' une carnitine acyltransférase peroxi somale, Carnitine 0-pa lmitoyltransferase, 
différente des CPT! et CPT2 des mitochondries (Sprecher, 2002). 
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5.2.2 Rôle de la Seipine et de SCDl dans le développement et la formation de la 
stéatose hépatique et des gouttelettes lipidiques chez les patients atteints 
de BSCL2 
5.2.2 .1 Effet de l' inhibition de la Seipine 
Dans le chapitre 111 , nous avo ns montré que la Seipinejouerait un rôle important dans 
la fo rmati on et l' homéostas ie des gouttelettes lipid iques dans le foie (Figure.3.1) . 
Nos résultats sont en accord avec des études de la li ttérature qui ont montré qu e dans 
d' autres systèmes, la Seipine joue un rôle importa nt dans la fo rmation des goutte lettes 
lipi diques (Fei et al. , 2008 ; Tian etal., 2011 ; Yang, W. el al., 201 3). 
En effet, Fei et a l ont montré que l' inhibiti on de l' expression de fld 1 p, l' homo logue 
fonctionnel de la Seip ine humain e, induit chez la levure un e augmentati on de la taille 
des gouttel ettes lipi diques. Les auteurs ont observé que l' inhibition de l'expression de 
la Seipine résulte en la formation d' un e gouttelette lipid ique de très grande taille ou la 
format ion d' un agrégat de gouttelettes li pidiques suggérant un rôle importa nt de la 
Seipine dans la for mation et la sta bili sation de gouttelettes li pidiques (fe i et al .. 
2008) . Des études plus récentes ont aussi confi rmé les résu ltats précédents, montrant 
un rôle important de la Sei pine dans la stabi li sation de la gouttelette lipidique et que 
cette stabili sati on se fera it à la joncti on entre la membrane du RE et de la go utte lette 
lipidique (Grippa etal., 20 15; Wolinsk i etal. 20 15; Wolinsk i etal., 201 1) . 
Nous avons observé d s résultats semblab les au ni veau hépatique. Nos résultat s 
montrent que l' inhibiti on de l'express ion de la Sei pine dans les hépatocytes in du it 
une augmentation du nombre et de la tai lle des goutte lettes li pidiques. En effectuant 
une étude en temps réel afi n d'étudi er l' effet de l' inhib ition de la Seip ine sur la 
format ion des goutte lettes lipidiques, nous avons observé une expa nsion des 
gouttelettes lipidiqu es beaucoup plus importa nte comparée aux cell ules contrôles. 
Nous avons aussi observé une augmentat ion des phénomènes de fusion des 
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gouttelettes lipidiques. En effet, en absence de Seipine, les goutte lettes lipidiques 
dans notre étude avaient tendance à fu sion ner et à s'agréger de faço n plu s importante 
et cela contrairement aux cellul es contrôles. A l'opposé, dan s les cellul es contrô les 
nous avons observé une tenda nce à la dégra dation des goutte lettes lipidiqu es. 
Nous avons montré aussi qu e l' absence de la Seipine induit un e augmenta tion de la 
captation des acides gras et de la lipogenèse de novo (Figure.3.2 & 3.3) . En effet, 
nous avons observé un e augmentation de la captat ion des ac id es gras dans les cel lules 
HepG2 et les hépatocytes primaires de rats transfectés avec les siRNA Seipine . Ces 
résultats sont corré lés à une augmentat ion de l'expression de PPAR -y et de 
FAT/CD36. Nos résultats so nt en accord avec les résultats obtenus chez les souri s 
Seipine déficientes où les auteurs ont observé une augmentat io n de l'expression de 
PPAR-y et de FAT/CD 36 ai ns i qu ' une augmentation de la lipogenèse de novo 
caractérisée par une augmentation de l'express ion des différents gènes lipogéniques 
(FAS, ACC, SREB P-1 Cet SCD 1) dan s le foie (Cui et al. , 2011 ; Pri eur et al., 20 13). 
Nos résultats observés lors de la déficience hépatique de Seipine, à savoir 
l' accumulat ion des gouttelettes lipidiques, l' augmentation de la captation des acides 
gras et de la lipogenèse de novo suggèrent que l'absence de la Se ipine en p lus de son 
effet a u nivea u du TA, jouerait un rôle dans le développement et la fo rmation de la 
stéatose hépatique chez les patients atteints de la lipodystrophi e congénital e de 
Berrardineli -Sei p. 
Plusieurs autres études récentes suggèrent par contre que la stéatose hépat ique serait 
une résultante de l' abse nce de tissu adipeux et que l' absence de Seip ine hépatiqu e 
n'aurait pas d 'effet (Chen, W. et al. , 20 14; Gao etal. , 20 15 ; Liu , L. etal. , 2014). En 
effet, C hen et a l ont montré que des souri s Seipine défi c ientes spécifiqu ement dan s le 
foie et nourri es avec une d iète normale ne développent pas de stéatose hépat iqu e. 
Lorsqu ' el les sont soumi ses à une diète ri che en gra s les souri s Seipine déficientes 
spécifiquement au niveau du foie et âgées de 3 mois ne développent pas de stéatose 
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plu s grave que la stéatose observée chez les souris sa uvages (Chen, W. et al. , 2014). 
Cependant, les auteurs ont uti lisé dans leur étude des souris âgées de 3 mois. La 
stéatose hépatique chez les souris GKO ne se développe que plus tard, il serait donc 
intéressant de voir l'effet de l' absence de l'express ion de la Seipine dans le foie à plus 
long terme. De plu s, l' uti lisation d' une di ète riche en gra s pour voir une différence 
entre les so uri s Seipine déficientes dans le foie et les souri s sauvages n'est pas le 
meill eur choix. En effet, cette diète va induire une satura tion du système du fait qu ' il 
va y avo ir une grande quanti té de TG circulants ainsi il n·est pas facil e de voir si la 
stéatose hépatiqu e est plus intense ou pas dan s les deux groupes de souri s uti lisés. 
Cec i est d'autant plus vrai qu e les pati ents Se ipine, de même que les sour is GKO, ne 
présentent pas d' hypertri glycé ridémies. 
Une autre étude a montré que les souri s défici entes en Seip ine mais l'exprimant 
spécifiquement dans le tissu adipeux , ne développent pas de stéatose hépatique ni 
d' insulino-résistance (Gao et al. , 2015). Ces résultats confirment ainsi les résultats 
précédents montrant qu e la Sei pi ne ne joue pas un rôle primord ial dans la pathologie 
de la formation de la stéatose hépatique mai s nos résultats démontrent qu 'elle 
l'aggrave car l'augmentation de la lipogenèse et la captation des AG so nt observées 
au niveau hépatique. Notre étude a en effet clairement démontré que la Seip ine à un 
rôle dans la formation et l'homéostasie des goutte lettes lipidiques au ni veau 
hépatique. 
Nous nous sommes aus i intéressés à étudier l' effet de l' absence de la Seipine dans le 
foie sur la signali sation à l' insuline dans les cellules en culture mai s auss i dans des 
souri s Sei pi ne déficientes âgées de 3 mois (avant 1 'apparition d' une stéatose 
hépatiqu e). En effet, les études précédentes ont montré que les souri s âgées de 4 mois 
montrent une stéatose hépat iqu e associée à une insulino résistance (Cui el al., 201 1 ; 
Prieu r et al. , 20 13). Cependant, dans notre étude nous avons montré le contraire à 
savoi r une hypersensibilité à l' inuline (Figure.3.6). De plu s, nos résu ltats suggèrent 
---------------------------------------------------------
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auss i qu e l' augmentation de la sensibilité à l' insulin e observée dans les cellul es en 
culture et chez les souri s Seipine défici entes âgées de 3 mo is contribu erait à favo ri ser 
d'avantage la captat ion des acides gras et la lipogenèse de nova et donc aggravera ient 
la stéatose. 
Nous suggéro ns alors que dan s les premiers stades de la lipodystrophi e congénita le de 
Berrardine li-Se ip , il va y avoir un e au gmentation de la lipogenèse de nova et surtout 
une captation des acides gras car la résista nce à l' in suline n'est pas encore in sta ll ée. 
Ces deux effets vont être aggravés par une sens ibilité à l' in suline plus é le vée 
indu isa nt ain si un stockage et une synthèse de TG à de très grande qua ntité dans les 
hépatocytes. Cette a ugmentation du taux cellulaire de TG va induire une lipotoxicité 
cel lulaire qui va agir sur les récepteurs à l'in suline indui sant ai nsi le développement 
d ' une stéatose hépatique majeure. Afin de vér ifi er cette hypothèse, il faudrait en 
premi er li eu comprendre la séqu ence d 'appariti on des troubles métaboliqu es assoc iés 
à la défic ience en Sei pine. Pour ce la il faudrait effectuer des expériences sur des 
souri s Seipine déficientes et des souri s Se ipine déficientes spécifique ment au ni vea u 
du foie. Dans cette étud e, il faudrai t nourrir un groupe de souri s sa uvages, Seipine 
déficientes et Seipine déficientes spécifiquement au niveau du foie avec une di ète 
norma le et les sacrifier à un âge avancé (à partir de 6 mois a u moin s moment où les 
souri s o nt un e stéatose hépat ique) et regarder l'effet sur la formation de la stéatose 
hépatique et sur la résistance à l'i nsuline . 
Des analyses sim ila ires sur les mêmes groupes de souri s mais nourri es avec une diète 
défici ente en méthionine et cho line (MCD) pendant 8 se main es pourra it être auss i 
envi sagé. Il est con nu que cette di ète est ce ll e qui induit le plu s de do mm age sur le 
fo ie des souris en li en avec un déve loppement majeur de l' inflammation (Takahash i, 
Soejima et Fukusato, 20 12) . 
Dans ces deux études nutritio nne ll es, nous pourrons étudier l'effet de l' inhibitio n de 
la Se ipine (S eipine déficientes et Déficientes spécifiquement da ns le foie) sur le 
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métaboli sme des lipides, en effectuant des ana lyses sur la lipogenèse de nova (mesure 
directe par injection avec de l'eau radioactive) et indirecte en analysant l'expression 
des gènes et des protéines lipogéniqu es (SCD I , FAS, ACC, SR EBP-Ic) 
respecti vement par QPCR et par WB. 
Nous ana lysero ns aussi la ~-oxydation et la captation des acides gras en éva lu ant 
l' express io n gé niqu e et protéique par QPCR et par WB des acteurs clés de ces deux 
vo ies métaboliqu es. Nous analy seron s a ussi par mesu re directe en temps rée l de la 
resp irati o n mitocho ndrial dans les ce llul es HepG2 traitées par l 'ana lyseur de flux 
extrace llula ire XF24 (Seahorse Bioscience®) en sui va nt les in struct ions du 
manufacturier (K im, Y. 1. et a l. , 20 1 1 ). 
Il serait essenti e l d ' étudi er dans ces souri s la sensibilité à l' in suline et surtout au cours 
du développement de la stéatose afin dïdentifier le mo ment dïnsta llation de la 
résistance à l' in suline et cela en effectuant des tests de tol érance au g lucose (GTT) et 
à l' in suline et e n dosa nt le taux d ' in suline circulante. La GTT sera effectuée de la 
manière suivante, après ingesti o n d ' une quantité fi xe de glucose par inj ection 
intrapér itonéale (1 g/kg) et en sui va nt les va riatio ns de concentration de glucose 
plasmatiques pendant 2 heures par un glu comètre. Pour lïTT, e ll e sera effectuée en 
injectant de l' insu line aux souri s (0,5 U/kg) et en mesu rant la diminution de la 
glycémi e pendant les 15-30 minutes suivant l' injection. Les mesures de la glycémie 
seront effectuées par un g lu comètre com me pour la GTT. Les concentrations 
ci rcul antes d ' insuline seront mesurées en effectuant des pri ses de sa ng tout au long du 
protoco le et en quantifiant le taux d' in suline sa nguin par un kit ELISA (Dako). 
De plus nou s avons aussi montré que les hépatocytes déficients en Se ip ine ont une 
augmenta tion de l'expression des marqueurs du stress du RE (Figurc.3.7) . Des études 
ont montrés que le stress du RE jouerait un rôle important dan s la stéatose hépatiqu e 
no n alcooliqu e en act iva nt l'expression du facte ur de transcripti on SREB P-1 c qui lui , 
va activer les gènes de la li pogenèse de novo (FAS, ACC, SCDl) indu isa nt 
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l' in sta ll ation d ' une stéatose hépatiqu e grave (Fang el al., 20 13; Puri , P . el al. , 2008). 
De plu s, un e autre étude a montré qu e l ' a bsence de l'expression de la Seipine dan s les 
cellul es neurona les induit l'accumulat ion de gouttelettes lipidiques, de TG et 
montrent un e augmentatio n de l'expression des marqueurs du stress du RE 
principa lement de la protéine e HOP (Ho ltta -Vu ori et al. , 201 3). Nos résultats 
soutiennen t donc le li en entre l'inflam mation et le développement de la stéatose 
hépat iqu e. 
5.2.2.2 Relation entre Seipine et SCDl 
Nous avo ns auss i montré qu ' il existera it une re lation fonctionnelle entre la Seip in e et 
seo 1 (F igure.3 .5) . Les cellules HepG2 déficientes en Sei pi ne présenten t une 
augmentation de l' expression de SCD 1 (Figure.3 .4 .B) mais aussi un e augmentat ion 
de son activité caractérisée par un e augmentation du ratio AGMl!AGS 
(Figure.3 .5.E). Nos résu ltats so nt en acco rd avec des do nnées de la li ttérature 
montrant une augmentation de l'expression hépatique de seo 1 dans les souri s 
Seipine déficientes (Cui el al. , 20 11 ; Prieur et al. , 20 13). De plus, une étude a 
éga le ment montré que les cell ul es lymphoblastiques de pati e nts atte ints de BSeL2 
présentent une d imi nution du ratio des AGMI/AGS suggérant auss i un e diminution 
de l' act ivité de seo l dans ces cellules (Bou tet et al., 2009) . 
Nos résultats suggèrent aussi que l'augmentation du taux int race llul a ire d ' AGMJ dû à 
l' augmentation de l'activité de SCD 1 observé dans les cellules Sei pi ne défic ientes 
sera it à l' or igi ne de plusieurs phénotypes obse rvés. En effet, il a été montré que 
l' augmentation de l'expression de seo 1 induit une expa nsion des gouttelettes 
lipidiques due à une grande synthèse d"AGMJ qui sont stockés dans les gouttelettes 
lipidiques (Arisawa et al. , 20 13 ; Sh i el al., 20 13), ex pliquant ainsi l' augmentation de 
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la taille des gouttelettes lipidiques observée dans notre étud e dans les cellules 
défic ientes en Seipine (Figure.3 .1). 
De plus, il a été montré dans la littérature ai nsi que dans notre étude (Chapitre Il ) 
qu ' une augmentation du ta ux cellula ire d 'o léate active la maturation de SREBP -1 c en 
s'y liant, induisant une augmentation de l'expression des gènes lipogéniques et de la 
lipogenèse de novo dans le foie (Miyazaki, Dobrzyn Man, et aL. , 2004). D'autres 
études ont montré que l'augmentation du taux ce llula ire d ' AGMI amél iorent la 
sensibilité à l' insuline en st imulant sa vo ie de signal isat ion (Co ll et al., 2008 ; ardi 
et al. , 2014) . Ces observations pourra ient exp liquer l' hypersensi bilité à l' in suline 
observée dans les cellules HepG2 Sei pi ne déficientes ainsi que chez les souris jeunes 
(Figure.3.6). 
Ces données de la littératu re a insi que nos résultats suggèrent donc qu'il existe une 
relati on entre SCD 1 et la Se ipine. D e plu s nous avons montré dans le chapitre lL que 
l' inhibition de l'expression de seo 1 dans les hépatocytes induit un phénotype 
opposé à celui observé en inhibant l'expression de la Seipine. Ces résultats suggèrent 
un rôle opposé de ces deux protéines dans le foie et principalement dans la formatio n 
des gouttelettes lipidiques. De plus, nous avons montré que SCD 1 et la Seip ine 
coloca li sent dans les hépatocytes et peut être interagissent (F igure.3.5.A), comme 
montré par les analyses d' immunoprécipitat ion. Cependant, afi n de confirmer les 
résu ltats obtenus suggérant une relation entre SCD 1 et la Seipine ains i qu ' un potentiel 
thérapeutique de CD 1 pour les patients atteints de BSCL2 des études 
complémentaires seront nécessa ires. 
Pour confirmer la relat ion entre SCD 1 et la Seipine, i 1 faut en premier 1 ieu voir s' i 1 
ex iste clairement une interaction physique directe ou indirecte entre ces deux 
protéi nes. ou pourri on pou r cela utili ser le modèle des levures. Pour cela, nou s 
exprimerons les gènes SCD 1 (O le !) et Seip ine (F idl p) en utilisant des vecteurs 
coda nt aussi pour deux fluorochromes différents. Il serait intéressa nt aussi de vo ir 
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dans quel compartiment cellulaires ces deux protéines colocalisent en effectuant un 
marquage spécifique du RE et du noyau . Ceci va permettre de connaître l'endroit 
exact de localisation de ces deux protéines. Ce résultat pourrait par la suite être 
confirmé dans les cellules HepG2 . Nous pourrions aussi visualiser l ' interaction 
potentielle entre ces deux protéines en utilisant la technique de la bimolecular 
fluorescence complementation (BiFC). Cette technique consiste à fusionner un 
fra gment N-terrninal d 'une protéine fluorescente BiFC avec la protéine d' intérêt. La 
deuxième protéine d' intérêt sera elle fusionnée avec le fragment C-terminal de la 
même protéine fluorescente BiFC. Pour cela, il faudra cloner les gènes de la Seipine 
et de SCDl dans des vecteurs contenant la partie C-terrninal et N-terrninal de la 
protéine BiFC respectivement. Par la suite, les deux vecteurs seront transfectés dans 
un premier temps dans la levure, puis les expériences seront confirmées dans les 
cellules HepG2 . L' interaction sera observée par microscopie confocale en temps réel 
(Hu, C. D ., Chinenov et Kerppola, 2002) . Si les deux protéines interagissent 
ensemble les parties C-terminale et N-terminale de la protéine BiFC se lieront et une 
fluorescence sera générée (Figure.5.2). 
5.2.3 Rôle de SCDl et relation avec d' autres protéines du RE dans la 
formation des gouttelettes lipidiques 
Nous avons montré dans notre étude une relation entre SCD 1 et la Sei pi ne (Chapitre 
III) . De plus, nos résultats du chapitre II ont montré une relation entre SREBP-1 c et 
SCD 1. Ces trois protéines sont localisées sur le RE (Cartwright et Goodman, 2012 ; 
Miyazaki et Ntambi, 2003 ; Sato, 2009). 
Une étude de la littérature révèle que la Seipine interagit avec deux autres protéines 
qui joueraient un rôle important dans la formation des gouttelettes lipidiques et dans 
la synthèse des TG et des phospholipides. Plus précisément, une étude révèle qu ' il 
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existerait une interaction directe entre la Seipine et AGPAT2 et la Lipin 1 (Talukder 
et al. , 2015) . 
+ 
c 
'! 
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Figure 5.2. Principe du BiFC. Un fragment N-terminal de BiFC (VN155) est 
fusionné avec la protéine d ' intérêt (Seipine par exemple) , la partie jaune représente le 
fluorophore (à gauche) . Le fragment C-Terminal de BiFC (VC155) est lui fusionné 
avec la deuxième protéine d'intérêt (SCDl par exemple) (milieu) . Lorsqu ' il y a 
interaction la protéine fluorescente est reconstituée (FP) et sera visualisée par 
microscopie confocale (Kodama et Hu, 20 12). 
De plus une autre étude a montré que DGAT2 et SCDl colocaliseraient suggérant 
aussi une interaction entre ces deux protéines (Man et al. , 2006). Toutes ces données 
de la littérature, ainsi que nos résultats obtenus, suggèrent fortement l' existence d' un 
réseau protéique entre ces différentes protéines et probablement d'autres protéines 
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impliquées dan s la formation des gouttel ettes lipidiques et dan s la sy nthèse des TG et 
des phospholipides. 
JI se ra it intéressant d'étudier ce la dans des étud es futures. Pour ce la , il sera it judicieux 
d ' utiliser Je modèle des levures qu i expriment ou coexpri ment différents protéines du 
RE (SCD I, Seip ine, SREPB -l c, DGAT, AGPAT, FIT . .. ) . Des études en microscopie 
seront par la suite effectuées pour étud ier la co loca li sati on de ces protéines avec des 
marqu eurs du RE et de la membra ne nu cléai re et des goutte lettes li pidiques. Par la 
suite nous ut ili serons des levures qui expriment des formes mutées de ces protéines 
afin de comprendre l' effet des di fférentes mutations indui sant l' absence de ces 
pro téines sur la formation des goutte lettes li pidiques. Des expériences si mila ires à 
cell es décrites plu s haut pour l ' interact ion seipine-SCDI pourrait être envi sagées . 
Une fois les études effectués sur la levure et les princ ipa les protéines impliquées dans 
la fo rmation des gouttelettes lipidiques identifi ées, nous passerons par la suite aux 
li gnées cellulaires sur exprimant et/ou sous expr imant ces protéines afi n de co nfirmer 
les résultats o btenus sur les levures. 
5.2.4 SCDl : une cible thérapeutique pour la stéatose hépatique 
De faço n intéressa nte, nos résul tats ont montré que l' inhibiti on conjointe de 
l'express ion de SCD I et de la Sei pi ne dans les hépatocytes resta ure un phénotype 
normal (Figure.3 .5) . Ces résu ltats suggèrent donc que SCD 1 pourra it constituer une 
c ible thérapeutique in téressante pour diminuer la stéatose hépat ique chez les patients 
attein ts de BSCL2. Ces résultats sont en accord avec les études précédentes qui ont 
montré que les souris SCD l défic ientes sont rési s tantes au développement d'une 
stéatose non alcoolique induite par une diète obéso gène (Ntamb i et al. , 2002). 
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Cependant nos résultats sont encore prélimina ires et il faudrait confirmer ces 
résultats en utili sant des modèles plu s appro pri és. En effet, il sera it intéressa nt de voir 
!" effet de l' inhibiti on de l'ex pression de SC DI sur les souris Seipine défici e ntes. Pour 
cela, il existe plus ieurs façons de procéder. Pour cib ler j uste le fo ie, nous pourri ons 
inocul er les souri s Seip ine déficientes avec un adénov iru s atténu é contenant un 
shRNA SCD I. L'adénoviru s est un viru s qui se mult ipli e da ns les vo ies bronchiqu es 
ma is se retro uve en grande qu a ntité dans le foie (Hoeben et Uil , 20 13). ous avons 
tenté d 'effectuer cette ana lyse sur les souri s Seipin e défic ientes ma is les résultats 
n'ont pas été conc luants car l'inhibiti on de !" ex press ion de SCDl da ns ces souri s 
n'éta it pas efficace. En effet, nous n· avo n obtenu qu ' une inhibiti on de 20% de 
l'express io n de SCDl et qui n'a pa s été ma intenue avec le temps. Pour cela, il sera it 
utile de générer d'abord des souri s double défici entes et de regarder le phénotype de 
ces sou ri s e t l'effet de l' inhibiti on de seo 1 sur la stéa tose hépatique, l'abse nce du 
t issu adipeux et la rés istance à l' in sulin e. 
Dans notre dernier chap itre (C hap itre LV) , nous avo ns mo ntré pour la premi ère fois 
que les souri s seo 1 déficientes sont résistante s au développement de la stéatose 
hépatique a lcoolique. En effet, nos résultats montrent que ces sou ri s contrairement 
aux souris sa uvage ne développent pas de stéa tose hépatique a lcoo lique. E n effet, 
ces souri s ne montrent pas d 'a ugmentat io n de !" accum ul at io n des goutte lettes 
lipidiques et de la li pogenèse de nova ni de diminution de la ~-oxydation. Ces 
résultats so nt en accord avec les résultats obtenu s dans l'étude du Dr N ta mbi sur Je 
développement d'une stéatose non alcoo li que induite par une d iète obésogène 
(Ntambi et al., 2002). En effet, les auteu rs montrent que l ' inhibitio n de l' expression 
de seo 1 in duit un e diminution de la lipogenèse de nova et une augme ntation de l a~­
oxydation comparé aux souri s sauvages lorsqu' e ll es sont toutes les deu x nourri es 
avec une d iète ri che en gra s (Ntambi et al., 2002). 
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Dans notre étude les SOUri S seo 1 défic ientes nourri es avec une diète 1 iquide 
suppl émentée de 5% d'éthano l sui vi d ' un gavage avec 3 1% d 'étha no l ne montrent 
aucun sig ne d ' infla mmation hépatiqu e contra irement aux souri s sauvages. En effet, 
nous avons o bservé un e dim inution de l' expression des cytokines pro -i nfl a mmato ires 
et nous n'avons pas observé d ' infil trati o n de ce llul es de Kuppfe r da ns le fo ie de ces 
sour is cont ra irement aux souri s sa uvages. Ces résul tats so nt en accord avec les 
do nnées de la li ttérature ou des études o nt montré qu e l' inhi biti on de l' ex pression de 
SCDl induit une diminutio n de l'express io n des cytok ines pro -infla mmato ires 
princ ipa lement de TNF -a dans les adipocytes (L iu , X. et al. , 201 0; L iu , X. , Strabl e et 
N tambi , 20 L 1). Cependant, le mécani sme mo lécula ire indu isant cette diminution de 
l' intlammatio n reste o bscur . Cependa nt, les donn ées de la litté rature so nt 
intéressantes étant donné que la cy tokine pro -infl ammato ire TNF-a jouerait un rôle 
important dans la pathogenèse de la stéatose hépat iqu e a lcooliqu e. En effet, cette 
cytok ine est sécrétée en gra nde qu antité pa r les cellules de Kuppfer (macrophages du 
foie) et j oue ra it un rôle important da ns l'acti vation de plu sieurs vo ies métaboliques 
(Liu , J., 201 4) . De plu s, l' aug mentati on hépatiqu e de la produ ction de TNF-a induit 
une a ug menta tion de la lipogenèse de nova en augmenta nt l'expression géniqu e de 
SREBP-I c a ins i que sa maturation protéique (Lawler et al. , 1998). Il a été montré 
auss i qu ' une aug mentat ion de la production de TNF -a dans le fo ie indui t un e 
d iminu tion de l' express ion de PPAR-a indui sa nt conséqu emment une d imi nu tion de 
la ~-oxydat i o n m itochond ria le des ac id es gras (Tai et al. , 2003). 
Nous avons aussi montré que l' inhib iti on de l' express ion de SCDl peut constituer 
une thérapie intéressante pour le tra itement de la stéatose hépat ique a lcoo lique. 
Cependa nt, deux poi nts do ivent être résolu s avant tout : 
1) À que l stade l'inhibition de seo 1 est-el le plus efficace pour les patients atte ints de 
stéatose hépatique a lcoo lique? 
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2) Les souri s SCDl déficientes souffrent de dermatites et de problèmes oculaires ce 
qui rend difficile l' utilisation d' inhibiteur pour le moment (Ntambi et al. , 2002). 
Comment peut-on remédier à cela? 
Pour répondre à ces questi ons, il faudrait en premier li eu faire les mêmes ana lyses 
avec le même protoco le utili sé dan s le chapitre IV mais en utilisant des souri s 
défici entes en SCD 1 spécifiquement au niveau du fo ie. Cec i permettra de savo ir si 
l' inhibition spécifique de SCDl au niveau du fo ie est suffi ante pour assurer un 
traitement adéquate afin d' inhiber ou prévenir contre l' in stal lati on de la stéatose 
hépatiqu e alcoo liqu e. 
Par la suite, une deuxième stratégie pourrait être envi sagée en utilisa nt un inhibiteur 
naturel con nu de SCD1 qui est l' acide stercu liqu e (Ortinau et al. , 20 12) . Pour cela, 
nou s prendrons des souri s C5 7BL/6 qui seront réparties en groupes ; un groupe dont 
la stéatose sera induite avant l'ajout de l' acide sterculique dan s la d iète, un groupe qui 
sera traité conjointement avec de l' éthanol et de l'acide sterculique et un dernier 
groupe qui sera traité avec l'acide sterculique avant l' introduction de l'a lcoo l da ns la 
diète. Des groupes contrôles seront présents pour chaque groupe de souri s. Cette 
analyse permettra a insi de cibl er le moment optimal pour l'admini stration de 
l'inhibiteur de SCDl pour la thérapie ou la prévention de la stéa tose alcoolique. 
En conclusion, cette thèse montre que SCD 1 peut régul er l' expression et la 
maturati on de SREBP-l c dans le foie via la production de l'o léate qui se li e 
directement à SREBP-l c fac ilitant pro bablement sa translocation vers le noyau afi n 
d'activer les gènes de la lipogenèse de nova . 
Dans un deuxième temps, nous avons montré qu e la Seipine jouerait un rôle 
important dans l' homéostasie des gouttelettes lipidiqu es dans les hépatocytes. otre 
étude a aussi montré que l' augmenta ti on de l'express ion et de l'activ ité de seo 1 
contribu e au dérèglement du métaboli sme lipidiqu e et à l' hypersensib ilité à l' in suli ne 
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observée dans les cellules Seipine déficientes qui correspondraient aux prem1ers 
sta des d'insta ll ation de la stéatose hépatiqu e non alcoolique chez les patients atteints 
de BSCL2. 
Fina lement, nous avons montré que l' inhibition de l' expression de SCD 1 induit une 
résistance à l' insta ll ation de la stéatose hépat ique alcoo lique . 
A la lumière de nos résultats ainsi que les précédentes don nées de la littérature , 
l' inhibition de l' express ion de SCD l pourrait constituer une cible thérapeutique de 
cho ix pour traiter ou pour prévenir l' apparition de toute forme de stéatose hépatique 
(alcoo liqu e ou non alcooliqu e). Cette découverte est très intéressante éta nt donné 
qu ' il est parfois diffi cil e de différenc ier une stéatose hépatique non alcoo li que d' une 
stéatose alcoo li que et qu e l'hom me associe da ns la maj orité des cas un régime riche 
en gras et en sucre à une augmentation consommation excessive d'a lcoo l (poutine et 
bière ... ). 
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A.l Abst1·act 
Non -a lco ho lic fatty li ver di sease (NAFLD) is a c lini co-patho logica l change 
characterized by the accu mulatio n of triacylglycerol (TG) in hepat ic lipid droplets 
(LD). NAFLD ca n range from a simple steatosis to Non-a lco ho li c steatohepat it is 
(NASH) cha racter ized by hepa ti c injury, innammation, and eventua ll y fibrosis. 
NAFLD ca n a lso be assoc iated with insu lin resistance (IR), ER stress, oxidati ve stress 
and inn am mat ion. The ca use ofNAFLD is due to mod ifi cation ofva ri ous metabolic 
pathvvays including in creased tàtty a cid (FA) uptake and/or reduced FA oxidatio n, 
decreased VLDL secretion a nd in creased de novo lipogenes is (DNL). NAFLD is 
often observed in obese patients where energy is in excess and energy expend iture is 
low. In these conditio ns, most of carbohydrates a re converted into TG through DNL. 
We aim here to present the most recent studi es demonstrating the key ro le of DNL in 
NAFLD development. A specia l focus wi ll be made on desaturases especia ll y the 
stea roy l CoA de aturase 1, a central enzyme imp licated in fatty li ver disease as weil 
as on the delta 5 and de lta 6 desa turases, two enzy mes in volved in the sy nt hes is of 
o mega 3 a nd o mega 6 tàtty ac id s. 
Keywords : Non-a lcoho lic fatty liver disease (NAFLD) • Hepatic steatosis • ln su lin 
resi stance • Lipogenesis • L ipid droplet • Stearoy l CoA desaturase 1 (SCD l ) • Delta 5 
desatu ra se • Delta 6 desaturase 
197 
A.2 Résumé 
La stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD) est une pathologie caractérisée par 
une accu mulati on de triglycérides (TG) dans des goutte lettes lipidiques (GL) dans les 
cell ules hépatiques. La NAFLD peut progresser d' une simpl e stéatose à une 
stéatohépatite (NASH) caractérisée par un dommage du fo ie, une inflammation et 
même une tibrose. La NAFLD est souvent assoc iée à différents troubles métaboliqu es 
comme la rés istance à l' in suline (IR), le stress du RE, le stress oxydat if et 
l' inf-lammation. La NAFLD est du e à une dérégulati on de diftërentes voies 
métaboliqu es telles qu ' une augmentation de la captation des acides gras et/ou une 
réduction de la ~ -oxydat i on , une diminution de la sécrétion des VLDL et une 
augmentat ion de la lipogenèse de nova. La NAFLD est aussi observée chez les 
pati ents obèses qui montrent une augmentation de la consommation d'é nergie et une 
diminution de la pette énergétique. Dan s ces cond iti ons, une grande majorité des 
carbohydrates sont convetties en TG via la li pogenèse de nova. 
Le but de ce chapitre de li vre est de présenter les études récentes montrant un rôle clé 
de la lipogenèse de nova dans le développement de la NAFLD . Nous a ll ons nous 
concentrer d'avantages sur le rôle des désatura ses principalement SCD 1, une enzyme 
clé impliquée dans la stéatose hépatique a insi que les désaturases delta-S et delta-6, 
deu x enzymes qui j ouent un rôle dans la synthèse des acides gras polyinsaturés 
omèga-3 et omèga-6. 
Mots clés: Stéatose hépatique non alcoo liqu e (NAFLD) • Stéa tose Hépatique• 
Résista nce à l' in suline• Gouttelette lipidique• Stéa roy l CoA désaturases 1 (SCD 1) 
•Delta 5 désaturase • Delta 6 désaturase 
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A.3 Non Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) and Associated Pathologies 
NAFLD is a major public hea lth issue due to its hi gh preva lence world wide estimated 
to be 20- 30 % of the tota l populati on (Milic et Stimac, 201 2) , and increas ing to 57-
74 % among obese pati ents (Angul o, 2002) . Tt is a clin ico-patho logica l change 
characteri zed by the accumulat ion of TG in hepatic LD (Teli, James, et al. , 1995) . 
NAFLD is characterized by the presence of cytoplasmi c LD in more than 5 %of the 
hepatocytes or by hepatic TG content exceeding the 95th percenti le fo r lea n and 
hea lthy who do not have any hi story of alcohol consumpti on, no viral infection or 
autoimmune li ver di sease (Cohen, J. C. , Horton et Hobbs, 2011 ; Fa bbrini , Sulli va n et 
Klein, 2010 ; Stefa n et Haring, 201 1). TG accumulat ion in NAFLD is probabl y due to 
the modifi cation of vari ous metabolic path ways including increase in fatty acid (FA) 
uptake (Don nell y et al. , 2005), reduction in FA ox idati on (Fromenty et al. , 2004) or 
VLDL secretion (Donnelly et al., 2005) or finall y increase in DN L (Posti c et Girard , 
2008). Liver hi sto logy can range the di sease from simpl e steatosis (NAFLD) (>5 % 
fat infil tra ti on, with or without minimal inflammati on) to non-alcoholic 
steatohepatiti s (NAS H) characteri zed by hepatocyte inj ury (ballooning degenerati on 
in presence or not of Ma ll ory bodi es), in fl ammation and eventuall y fi brosis 
(Neuschwa nder-Tetri et Ca ld well 2003) (Figut·e. A.l). Simpl e steatos is is thought to 
be a re latively beni gn state, whereas NASH represents the fonn ofNAFLD that could 
potentia ll y progress to cirrhosis and the fo llowing complica ti ons such as 
he patoce llular carcinoma (1-lCC). Day and collaborators were the first to describe the 
"two hi t hypothesis" as a mode! for N AFLD-progression. The "first hit" was defin ed 
as a hepatocel lular li pid accumulati on (steatosis) resulting from an imbalance of 
cellular uptake and combustion. The " second hi t'. was defined as an additi onal 
infla mmation (NASH) resulting fi·om an imbalance of pro - and anti-inflammatory 
factors (Day et Ja mes, 1998) . For many years it was consideree! that pati ents with 
"simple" steatosis (NAFLD) show very slow or no hi sto logical progression, whil e 
NASH patients ca n ex hi bit hi stologica l and cli nica t progression to cirrhotic-stage 
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disease associated with aLI the known complications of liver insufficiency (Musso et 
al. , 2011 ). However, a recent study pro vides evidences that ali forms of N AFLD 
significantly increased the risk of cirrhosis and HCC probably as the result ofvarious 
allelic variants of genes involved in hepatic LD formation (Yki-Jarvinen , 20 14). 
Figure A.l. Schematic representation of patbological conditions spectrum 
characterizing the NAFLD progression. In comparison with a normal liver, four 
steps of the NAFLD progression are schematized here from simple fatty liver to 
hepatocarcinoma through NASH and non-alcoholic cirrhosis. The three histologie 
pictures from microscopie imaging are incorporated to compare normal hepatocytes 
with hepatocytes in fi brosis characterized by perivenular/pericellular step and with 
NASH hepatocytes presenting ballooned morphology (Kanuri et Bergheim, 2013) . 
NASH non-alcoholic steatohepatitis, H&E hematoxylin-Eosin stain, MT Masson-
trichrome stain. 
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Accumulation of lipids (especially diacylglycerols (DAG) and ceramides) in liver is 
associated with the installation of hepatic IR (Samuel, Petersen et Shulman, 201 0) . 
The relationship between hepatic DAG accumulation and hepatic IR could be 
attributed to the activation ofPKCe (Frangioudakis el al. , 2009 ; Samuel et al., 2004 ; 
Samuel et al., 2007) . Increased PKCe directly reduced the insulin-induced tyrosine 
phosphorylation of the insulin receptor substrate (IRS-2) by the insulin receptor 
kinase, leading to the reduction in insulin-stimulated hepatic glycogen synthesis and 
insulin-inhibition of neoglucogenesis. Supporting the key roles of PKCe and DAG, 
hepatic knockdown expression of PKCe (Samuel et al., 2007) or DGAT2 
(diacylglycerol acyltransferase-2) (Choi et al., 2007) using antisense oligonucleotides 
(ASO) protects mice from hepatic IR induces by high fat diet (HFD). A role for 
ceramides in hepatic IR was also suggested as reduced levels of cerarnides improves 
IR in animal models of diet induced obesity. In this study, the authors suggested that 
the effect of cerarnides on insulin signaling is mediated by a direct interaction of 
these lipids with the protein kinase B (Chavez et Summers, 2012). However, a more 
recent study showed an opposite result. The TLR-4 knockout rnice showed that 
despite previous evidences, the TLR-4 toll like receptor signaling is not involved in 
ceramides synthesis and that IR is not dependent of cerarnides accumulation but on 
DAG implicating the activation of a PKCe /IRS2-dependent signaling pathway 
(Galbo el al., 2013). Another feature associated with NAFLD is the apparition of ER 
stress. The ER plays an important role in the synthesis, folding and trafficking of 
proteins . Accumulation of lipid in the liver induces the dysfunction of ER, causing 
the accumulation of unfolded proteins therein, triggering an unfolded protein 
response (UPR) (Puri , P. el al., 2008) . Recent data indicates that UPR is activated in 
NAFLD playing an important role in the development and the progression of the 
disease (Boden el al. , 2011 ; F eng et al. , 2003 ). Saturated fatty ac ids su ch as 
palmitate activa te the UPR in liver characterized by a preferential induction of PERK 
signalling (Cao el al., 2012 ; Wei et al., 2006) . Conversely, short-term exposure to 
unsaturated fatty acids attenuates ER stress in setting the excess of palmitate (Fu, 
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Watkins et Hotamisligil , 2012; L istenberger et al. , 2003). UPR is characterized by 
the arrest of protein synthes is t hrough the phosphorylation of elF -2a, by the 
activation of proteosomal prote in degradation and by the activation of the ATF4-
CHOP-GADD34 axis. T he latter a llows cel ls to adapt to ER dysfunction. When cell s 
fa il to adapt, JNK is activated leadi ng to inflammation and apoptos is (Kaplowitz et Ji , 
2006). fn both NAFLD and NASH a n increased eTF-2a phosphorylation is observed. 
However, in NASH, the downstream recovery pathway (ATF4 -CHOP-GADD34) is 
not activated. Conseq uent! y, JN K phosphorylation is increased. Th is may expia in at 
!east in part the apparition of inflammation in the NASH stat~ (Puri, P. et al., 2008). 
Oxidative stress is a lso activated in NAFLD. lt is the result of a ser ious imbalance 
between limited antioxidant defenses and an excessive formation of both reactive 
oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS) (Robertson, Leclercq et 
Farre ll , 200 1). Free fatty ac ids (FFA) are metabo li zed via the mitochondrial ~ ­
ox idation pathway and the tricarboxylic acid (TCA) cycle. Acce lerated ~ -ox idation, 
due to an excess of lipid in the liver as observed in NAFLD, induces an excessive 
electron flux in the electron transport chai n of the mitochondria increasing ROS 
production and leading to mitochondrial dysfunction (Rolo, Teodoro et Palmeira, 
2012). NASH is al so characterized by an elevated hepatic DNL resu lting in an 
increased production of malonyi-COA. In turn, ma lonyi-CoA inhibits the carn itine 
palmitoyltransferase-1 (CPT -1) leading to a decrease of long cha in fatty ac id s import 
into the mitochondria, a nd consequent ly a reductio n in ~-oxidation. Consequentl y, 
TG accumulates in the li ver aggravating the steato sis (Ro lo, Teodoro et Palmeira, 
20 12 ; Vega, Huss et Kel ly, 2000). The severity of NAFLD corre lates with the 
expression oftumor necros is tàctor-a (TNFa) receptor whi le the production ofTNFa 
is dependent on FA concentrat ion (Cres po et al., 200 1 ). Tn add it io n, activation of the 
TNF receptor increases the expression of SREBPlc, inducing hepatic DNL and lipid 
accumulation (Endo et al., 2007). ln ob/ob mice, secretion ofTNFa and IL6 act ivates 
the hepatic Kupffer ce ll s promoting hepatotoxicity, IR and steatohepatitis (Li, Z. et 
Diehl, 2003; Odegaard et al., 2008) . 
202 
A.4 Characteristics of the Hepatic Lipid Drop lets 
NAFLD is characteri zed by the presence of LD in hepatocytes. LD are dynamic 
cellular organell es found in most cell s and pat1icularl y in cell s specialized in lipids 
storage such as white and brown adipose ti ssue, hepatocytes and enterocytes . LD 
co res contain neutra! lipids predominantl y TG or sterol esters. These orga ne ll es may 
a Iso include retinyl esters, waxes and ether lipid s (Brasaemle et Wolins, 201 2; Farese 
et Walther, 2009 ; Martin et Parton, 2006) . These lipids are surrounded by a 
phos pholipid monola yer coated with a large number of proteins. They regulate many 
aspects ofLD biol ogy including the synthesis and the mobili zation of lipid s as weil as 
their interaction with other cellular orga nell es. LD could either be formed de novo or 
deri ved from ex isting LD by fu sion (Long et al. , 20 12). De novo formati on of LD in 
eukaryotes occurs from the ER (Jacquier et al. , 2011 ; Jacquier et al., 2013) where 
neutrallipids are synthes ized (Buhman, Chen et Fa rese, 2001 ) . 
The preci se mechani sm of LD formati on remains however mostl y unanswered. The 
most widely accepted mode! proposed fo r LD biogenesis lasts in three di fferent steps 
(Wilfling et al., 20 14) (Figure. A.2). 
(a) Neutra ! lipids are synthesized in the ER and accumulate within the bilayer. 
Neutra! li pids are hi ghly mobile in the bilayer and ma y spontaneously aggregate on 
the basis of the ir therma l tl uctuati ons and interactions with membrane proteins or 
other li pids. 
(b) Once the loca l concentration ofneutrallip id reaches a crucia l threshold , an intra-
membrane lipid accumulation occurs leading to the formati on of lens. 
(c) As lens accumul ates additi onal neutra! lipids, th e bilayer deforms and a nascent 
LD buds into the cytoplasm. The nascent drop let mi ght remain attached to the ER or 
sepa rate comp letely. LD can growth by two ge neral mechani sms: LD expansion or 
LD fus ion (W il fl in g et al., 2014). The expa nsion is tri ggered by th e reloca liza ti on o f 
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TG synthesis enzymes from the ER to the surface of LD (Belier et al. , 2010 ; W ilfling 
et al. , 2014). Wben phosphatidylcholine is limited and the tension at the surface is 
relatively high, large LD can be formed by fusion/coalescence of two or more LD 
(Belier et al., 2010 ; Wilfling et al. , 2014) . During steatogenesis, the expression 
pattern of severa! LD associated proteins (proteins belonging to the perilipins farnily) 
changes. This is probably associated with the increased expression of PP AR y, a 
transcription factor that targets severa! genes implicated in LD formation (Inoue et 
al. , 2005 ; Matsusue et al. , 2008) . Notably, perilipin 1, only expressed in adipose 
tissue in normal condition is also expressed in fatty liver (Fujii et al., 2009 ; Straub et 
al. , 2008) . ADRP levels are also elevated in fatty liver (Motomura et al. , 2006) . High 
expression of hepatic lipase (Yamada et al. , 2015) and lysophospholipase-likel 
(Speliotes et al. , 2011 ), two enzymes with TG lipase activity, as weil as DGAT2, an 
enzyme involved in TG synthesis (Kantartzis et al., 2009), have been associated with 
the risk of developing hepatic steatosis. Interestingly, severa! studies showed that 
genetic variations of genes implicated in hepatic lipid accumulation and in LD such 
as ATGL and CGI58, are not associated with IR (Cohen, J. C. , Horton et Hobbs, 
2011 ; Hooper, Adams et Burnett, 2011 ). This is consistent with the hypothesis that 
the sequestration of lipids into hepatic LD protects the liver from free fatty acid 
induced lipotoxicity that promotes IR. 
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Figure A.2. The lensing model of lipids droplets (LD) biogenesis. This schematic 
representation depicts the three steps of the " lensing" model, the most widely 
accepted model for LD biogenesis. (a) N ewly synthesized FF A are acetylated by 
ACBP and esterified by DAG and TG synthesis enzymes. (b) LPA, PA, DAG and TG 
accumulate within the phospholipidic bilayer inducing a membrane lensing in the 
cytosolic surface ofthe ER. (c) Formation of a prolonged lensing induces a sufficient 
bilayer deformation allowing the nascent of LD. The LD can separate completely, 
fuse together or remain attached to the ER. Associated proteins such as PLIN ensure 
the stabilization of the LD (Guo et al. , 2009 ; Kohlwein, Veenhuis et van der Klei , 
20 13). DNL de nova lipogenesis, FF A free fatty acids, ACBP acetyl-CoA binding 
protein, GPAT glycerol-3-phosphate acyltransferase, AGPAT 1-acylglycerol-3-
phosphate 0-acyltransferase, P AP phosphatidic a cid phosphohydrolase, DGAT 
diacylglycerol acyltransferase, LPA lysophosphatidic acid, PA phosphatidic acid, 
DAG diacylglycerol, TG triacylglycerol, PLIN perilipin . 
205 
A.S Role ofLipogenesis in NAFLD 
Numerous studies have implicated DNL m the development of NAFLD. DNL 
consists in the conversion of carbohydrates into lipids. These newly synthesized 
lipids are essentially esterified into TG and then either shipped via the very low 
density lipoproteins (VLDL) to the peripheral tissues including lipid-storing tissues 
like muscles and adipose tissues or accumulated in LD (Rui, 2014 ; Strable et 
Ntambi, 201 0). The classical DNL pathway is widely documented and can be 
sununarized as follow (Figure.A.3). ln pro-lipogenic conditions, blood glucose is 
internalized and pyruvate is produced by the glycolysis. The pyruvate is converted 
into acetyl-CoA by the ATPcitrate lyase (Ameer et al. , 2014 ; Rui , 2014) and 
converted in malonyi-CoA by the acetyl-CoA carboxylase (ACC). The malonyl-CoA 
is in tum converted into palmitate (C16 :0) by the fatty acid synthase (FAS) from the 
malonyl and acetyl-CoA (Lodhi, Wei et Semenkovich, 2011 ; Rui , 2014 ; Strable et 
Ntambi, 2010). Subsequently, the palmitate can be modified by elongation, 
desaturation or esterification. Elongation is mainly catalyzed by the ELOVL6 enzyme 
(Strable et Ntambi , 20 10). The substrates of ELOVL6 also include saturated and 
monounsaturated fatty acids from the DNL or from the diet (Kessler et al. , 2014 ; 
Matsuzaka et Shimano, 2011 ; Moon et al. , 2001). The stearoyl CoA desaturase 1 
(SCD 1) is responsible for the ~-9 desaturation of fatty acids produced by DNL and 
coming from the diet generating the palmitoleate (CI6:In-9) and oleate (CI8 :1n-9). 
The monounsaturated fatty acids (MUF A) are then preferentially mobilized for the 
formation of phospholipids, cholesteryl esters and TG (Mauvoisin et Mounier, 2011 ; 
Strable et N tambi , 201 0) . These syntheses occur in the ER involving GP AT 
(glycerol-3-phosphate acyltransferase), P AP (phosphatidic ac id phosphohydrolase) 
and DGAT (diacylglycerol acyltransferase) (Coleman et Mashek, 2011 ; Nye, Hanson 
et Kalhan, 2008). DNL is considered a great contributor to NAFLD and obesity 
progression. Patients with NAFLD present a 30 % increase in hepatic TG derived 
from DNL wh ile 60 % came from the circulating FF A (NEF A) and less than 10 % 
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came from diet (Donnelly et al. , 2005 ; Matsuzaka et Shimano, 2011 ) . Many studies 
bave clearly associated the high levels of sugar consumption with activation of DNL 
and NAFLD development (Moore, Gunn et Fielding, 2014). Contribution of heparic 
DNL to TG secretion was also significantly higher in NAFLD patients than in healthy 
patients while the inverse was shown for the contribution of NEF A re-esterification 
(Diraison, Moulin et Beylot, 2003) . Lambert and collaborators recently demonstrated 
that subjects with high hepatic fat content present hi gher DNL than tbose with hepatic 
low fat content. However, this was only moderately correlated with the hepatic TG 
content (Lambert et al. , 2014). 
pyru>nte 
VlC·SFA 
VLC-MUFA 
/ El0Vl6 
Figur e A.3. De novo lipogenesis pathway. This schematic representation depicts the 
lipogenic process and its positive regulators from the glucose absorption to the fatty 
acids and cholesterol esters production. Insulin and glucose are represented as the two 
main activa tors ofthe process. Insu lin activa tes the PI3kl Akt/mTOR pathway leading 
to the cleavage of SREBP while glucose serves at a lipogenic precursor and an 
acti va tor for ChREBP and LXR (Kersten, 200 l · Strable et Ntambi , 201 0). 
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The DNL pathway is hig hl y regulated in respo nse to body needs. Nutrients and 
hormones are the major regulators of this pathway. The expressions of the key 
lipogenic genes expressio n are main ly regul ated at the tra nscripti ona l leve t by LXR 
( li ver X receptor), RXR (retino id X receptor) , SREBP (Sterol regulatory e lement 
binding protein) and ChREBP (carbohydrate responsive element binding protein) 
transcription fàcto rs (Strable et Ntambi , 20 1 0). Many studies based o n "OMTC" 
approaches as weil as stud ies usi ng human subj ect or engineered animai s revea led 
that more than the rate of hepatic DNL is the type of stored FA associated with 
NAFLD progression, suggesti ng the implication of the specifie genes involved in the 
DNL pathway . Patients di agnosed with NAFLD have mo re hepat ic endogenous 
C 12:0 to C22:0 lipid s (mo noun saturated and polyunsaturated) than control pati ents. 
ln NASH pati ents, th e C 18 :0/C 16:0 ratio is increased a nd stro ng ly associated with 
steatosis. This suggests an important role for ELOVL6 in the progress ion of fatty 
liver di seases. In parai le i, transcriptional expressio n level s of SCD -1, ELOVL6, 
SREBP-IC, FAS, and PPARy were markedl y enhan ced in NASH group compared to 
simpl e steatosis but less associated with the different hi sto logical ma nifestati ons 
sco res of NAFLD (Yamada et al. 20 15) . Elov l6 -/- mi ce are protected from 
atherogen ic HFD -i ndu ced liver injuries, infl ammati on, oxidative stress, fibros is and 
NASH progressio n, while transgenic mi ce overexpressi ng human ELO VL6 showed 
an o pposite phenotype (Matsuzaka et al., 20 12). ln the sa me study, examinatio n of 
AS H-huma n biopsy samples showed a corre lat ion between ELO VL6 expression 
and li ver injury. T he authors suggest that ELOVL6 mediates its effect o n NASH by 
promoting the pa lmitate-induced activatio n of the NLR fa mily pyrin doma in-
containing 3 infla mmasome. At the o ppos ite, another Elov l6 -/- mi ce made l 
accum ul ated signifi ca nt ly m ore hepat ic TG t han control mice und er fat-f1·ee/ hi gh 
carbohydrate di et and 1-:1 FD. ln these conditions, the Elov l6 -/- mi ce are not protected 
aga in st obesity, fatty liver a nd IR (Moon et al. , 20 14). The authors a lso showed that 
abol ish ing E lov l6 expression in ob/ob mice does not cha nge th eir phenotype. 
However, these mi ce produced more C18: 1 n7 than co ntrols, suggesting th e presence 
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of an ELOVL6 alternative pathway to generate stearic acid. Therefore, the precise 
role for ELOVL6 in NAFLD and NASH develop ment rema ins to be determined . 
Other lipogenic genes can predispose to NAFLD, na me ly ACC, FAS and SCD-1 as 
weil as the associated transcription factors SREBP-l c, LX R and C hREBP . Recently, 
a study showed that hepatic huma n biopsies o bta ined from patients w ith NAF LD 
showed a significa nt decreased expression of s irtuin s (S IRT) proteins co mpared to 
control patients. This is associated with a hi g her expression of ACC, FAS a nd 
SREBP- lc (Wu, T. et al., 20 14). Interest ing ly it was previously demonstrated that 
SJRT prote ins have an anti- AFLD potential by redu c ing the expression of lipogenic 
gene (Yamazaki et al., 2009). Deletion of ACCI in mi ce is letha l whil e ACC2 -/-
mice a re lea ner mice and res istant to 1-IFD-induced obes ity and IR. These mi ce 
present a lower leve! of hepat ic m itochondria l ma lony l-CoA leadin g to activation of 
CPT l and subsequent ly to ~ -oxidat ion (Abu-Elheiga et al. , 2003 ; Post ic et Girard , 
2008). Tn fact , NASH is characteri zed by an e levated concentration of ma lony l-CoA 
pro bably due to an increased act ivity of ACC. In turn , malony l-CoA inhibits the 
carnitine palmitoyltransferase-1 (CPT- !) leadin g to a decrease of lon g c hain fatty 
acids import into the mitochondria , and consequently a reducti on in ~ -ox idati on. 
Consequently, TG accumulate in the li ver aggravating the steatosis (Rolo, Teodoro et 
Palmeira , 20 12; Vega , Hu ss et Kelly, 2000) . Liver spec ifi e ACCl KO mi ce (LACC I 
KO) do not present any health problem under norma l diet. However, the decreased 
contents of bepatic ma lony l-CoA a nd TG a re associated with a lower lipogenic yield 
(twofo ld) (Mao et al., 2006). Unexpectedly, these mi ce fed with 1-I FD shO\.ved an up -
regul atio n of both FAS and PP ARy but this is st ill assoc iated with a decrease in DNL 
and hepa tic TG (Mao et al. , 2006). ln a nother LACC I KO mi ce mode!, Kohjima and 
collaborators showed that hepatic de letion of ACC l act ivates both expression and 
activity of the ACC2. This compensatory phenome no n was assoc iated w ith a nul! 
impact o n DNL capacity compared to control an ima is. T he authors conclude that 
s il enc ing both isoforms of ACC is necessary to c lea rl y estab lish a ro le for th is 
enzyme in NAFLD (Postic et G irard , 2008). G iven its centra l ro le in the ONL 
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process, FAS is an idea l target to prevent the NAFLD progress1on but a lso t he 
progression of a large spectrum of other meta bo lic di seases su ch as obesity, diabetes, 
hepatocarc in oma, and ca rdi ovascular complications (Berlanga et al. , 20 14). Studi es 
performed on human NAFLD biopsies (Kohjima et al. , 2007 ; Yamada et al., 20 15) , 
on huma n primary hepatocytes exposed to palmitic acid as wei l as on murine models 
of steatohepatitis (Dorn et al., 201 0) revea led a marked elevation in FAS expression 
associated with NAFLD or NAFLD -Ii ke cond itions. Unexpectedly, liver-spec ific 
FASKO mice developed fatty liver and hypoglycem ia under a zero-fat diet and thi s 
was reversed by addition of dietary fat. A similar observation was made under 
fasting. T hi s was corrected by add ition of PP ARa ago ni st suggesting t hat FAS is 
respo nsibl e for the sy nthesis of PP AR a li ga nd s (C hakravarthy et al. , 2005). Indeed, 
si lencing FAS expression results in a decrease of de novo synthes ized LCF A known 
to be the activating-li gands of PP ARa (Chakravarthy et al. , 2005 ; Postic et Girard, 
2008). T herefore, through the activation of PPARa, FAS can indu ce ~-ox idati o n 
decreasing TG accumulation in the li ver. However, sil enci ng FAS gene expressio n 
could also lead to accumulation of ma lony l-CoA, inhibiting CPT1 act ivity and 
consequentl y decreas ing ~ -ox i dat i o n. T hi s latter pathway seems to be predominant as 
most of the publi shed data confi rm s the rel eva nce of modulating FAS expression to 
prevent NAFLD progression. 
Severa! reports also demonstrated a marked elevation in hepatic LXR expressiOn 
associated with NAFLD (Berl anga et al., 20 14; Ducheix etal., 20 13; Higuchi etal. , 
2008). lmmunostaining of hepatic human biopsies revealed that the rate of positive 
LXRa expression was 30% in healthy people, 50% in NAFLD patients, and 97% in 
NASH. LXRa expression was a lso posit ively assoc iated with SREBP-lc expression 
as we il as with in flammat ion , hepatic fibros is progression and elevated expression of 
genes involved in fatty acid uptake (Ahn et al., 20 14). In agreement w ith this study , 
Higuchi and col laborators showed that in hepat ic biopsies of NAFLD patients, 
overexpression ofLXR is correlated with higher ex pression ofSREBP-1c (H iguchi et 
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al. , 2008) . Treatment of diet-induced NAFLD mice with SR9238, a selective LXRa 
/~ inh ibitor, abrogated hepatic DNL, lowered inflammation progression and hepatic 
lipids accumulation. ln these conditi ons, no hepat ic damage was observed (GritTett el 
al. , 20 13). ln another study Sim and collaborators showed that treating mice fed with 
a HFD with the LXRa antagonist MDGA (meso-d ihyd roguaiaretic) decreases hepatic 
lipid accumulation. Th is is direct ly corre lated with a marked drop in lipogenic genes 
expression (Sim el al. , 20 14). Silencing SREBP-1 c in ob/ob mice in both liver a nd 
adipose tissues is associated with a mark reduction in fatty liver progress ion, whi le 
obesity and TR remained unchanged. Thi corre lated with a red ucti on in hepa ti c TG 
content and a 10\.ver expression of lipogeni c genes. T hi s suggests an implication of 
SREBP-Ic in fatty liver (and maybe in AFLD) but not in obesity (Yahagi et al., 
2002) . However, the knockout in both liver a nd adipose tissue may influence the data 
and a specifie hepat ic knockout ma y clarify the implicati on of SREBP -1 c in obesity 
and IR progression. lnterestin g ly, it was recentl y showed that Dec l (differentiated 
embryo chondrocyte expressed gene 1 ), a negative regulator of SREBP-1 c 
ex pressio n, is under expressed in AFLD w hile its overexpressio n led to a s ignifi ca nt 
drop in SREBP-l c and othcr lipoge nic genes such as FAS a nd ACC decreasing 
accumulation of hepatic TG (Shen et al. , 20 14). A.nother study showed that 
comparing hea lthy , sim ple steatos is and NASH pat ients does not revea led any sign ifi 
ca nt difference in fatty aci d uptake hepati c lipid oxidatio n a nd YLDL secre ti on. 
However, NASH patients show a lower hepat ic SREBP-lc and lipogenic genes 
expressions (Nagaya et al., 201 0). T hi s sugge ts th at dawn-regu latio n of SREBP- 1 c 
and lipogenic enzyme are characteri stics of a fibro sis state probably mediated by a 
higher leve ! of TNFa. T herefore, expre sion of li pogenic enzy mes mu st be specifie 
for eac h step of the NAFLD progression spect rum. Recently, a potential ro le of 
SREBP-Ia in NAFLD was a lso suggested as S R - BP-l a knock-down indu cecl a 
signifi ca nt drop in SREBP-Ic cxpre sio n as oc iated with a radical decrease in th e 
express ion leve! of a li lipogenic genes (Bitter el al., 20 15). While LXRa. SREBP- 1 c 
and lipogen ic genes were upregulated in NA LD diagnosed patients, ChREBP 
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expression is not modify (H iguchi et al., 2008) . However patients with NASH show 
hi gher ChREBP expression when steatos is was upper than 50 % and lowered if IR 
was present (Benhamed et al., 20 12). 1 n the sa me study, it was showed that mi ce fed 
with HFD showed e levated expression of ChREBP that can dissociate hepatic 
steatos is to the IR ameli orating lipid metabolism and glu cose metabo li sm. However, 
liver-spec itlc inhibition of C hREBP in ob/ob mice led to decrease plasma TG and 
NEFA leve ls improv ing steatohepatiti s. T hi s is associated with e levated lipogenic 
rate and enhanced insulin sens iti vity in li ver, skeletal muscles and white ad ipose 
tissue (De ntin et al. , 2006). Taken together, the studi es revea l that e levated DNL is 
associated w ith increased hepatic TG and NAFLD development. T hi s is probably the 
result of increased SREB P- l c expression. However, the progressio n of the disease 
lead ing to NASH seems to be assoc iated with a lower DNL probabl y th rough the 
activation ofTNFa. secret ion inhibiting SR.EBP- 1 c. However, even if a genera l role of 
the DNL is establ ished, a role of each individual enzyme remai ns to be preci se ly 
defined due to presence of compensa tory mechanisms. 
A.6 Role ofDelta 5 (AS) and Delta 6 (A6) DesatUI·ases in NAFLD 
Livers of obese patients with NAFLD show depletion in the concentratio n of long 
chain poly-unsaturated fatty ac ids (LCPUFA) es pecia lly the n -3 and n-6 ser ies ofTG 
(Araya et al. , 20 10 ; Araya et al., 2004). In particular, a stro ng decrease of 
arachid onic ac id (AA; 20:4, n-6) , eicosapentaeno ic acid (EPA; 20:5, n-3) and 
docosahexaenoic acid (DI-TA; 22:6, n3) was observed in hepatic steato sis and 
stea tohepat itis (Araya et al., 2004). Depletion of such fatty ac id s may be respo nsibl e 
for the progression of the disease leading to cirrhosis (Gormaz et al. , 20 1 0). 
Mod ification in the availability ofLCPUFA has also been associated with numerous 
other metabolic patho log ies often associated with NAFLD such as cardio-vascu lar 
di seases, obesity, type Il diabetes and metabo lic sy ndro me (Gormaz et al., 20 1 0). 
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LCPUF A are formed by seri es of desaturations and elongations. 6. 5 and 6. 6 
desatura ses are the key desaturases in this process cata lyzi ng the synthesis of n-3 and 
n-6 LCPUF A (Vessby et al., 2002) . The 18:2(n-6) and 18 :3(n-3) are de aturated by 
th e 6 desaturase to form the 18:3(n-6) and l 8:4(n-3) whi le the 6. 5 de aturase wi ll 
form the AA, EPA and DHA. ln this process, the 6.6 desaturase is the rate-limiting 
enzyme (Lenihan-G ee ls, Bishop et Ferguson, 20 13). Tf the role of SCD 1 in the 
development of NASH has been clearly estab li shed, the rol es of the 6. 5 and 6. 6 
desaturases appea r more complex. ln a study publi shed in 2005 , Tova r and 
col laborators showed that feed ing hyper insul inemic obese Zucker fa / fà rats with Soy 
protei n decreases li ver teatosis and lipotoxic ity. This is associated with a potent 
inhibition of both 6. 5 and 6. 6 mRNA leve! (40 %a nd 69% respective! y) (Tovar et 
al., 2005). HO\.vever li ver of mice fed with methionine and choline deficient diet 
(MCD), a nu trit iona l mode! of steatohepatitis displays a signifi ca nt increase in 6. 5 
and 6. 6 desaturases mRNA (La rter et al. , 2008). ln these studi es, the type of hepatic 
LCPUFA was not eva luated. Recently, a stud y performed in li ver biopsies of ASH 
patients showed a clear increased in both 6. 5 and 6. 6 desaturases mRNA expression. 
This was associated with an impaired desaturation of ro3 and ro6 fatty acids, wit h an 
increase in the ro6:ro3 ratio and a reducti on in the ro3 desaturation index (Lopez-
Yicari o et al. , 20 14). Severa! other studi es performed in obese NAFLD pat ients also 
revealed a decrease in 6. 5 and 6. 6 desa turases acti viti es and an increase in the ro6:ro3 
ratio (Ara y a et al., 20 1 0 ; A raya et al., 2004 ; Kotronen el al. , 2009). 1 nterest i ngl y, it 
was recent ly showed that the decrease in 6.6 desaturase expression is associated with 
an up regu lat ion of miR-140, and miR2885 , two miRNA previous ly associated with 
hepatic disorders a nd NAFLD (Fatima et al. , 20 14). The molecular mechanisms of 
LCPUF A depletion on AFLD development ca n be explained by the effect of the se 
fatty ac id s on the transcription factors in vo lved in lipogene is and ~-oxidat i on 
(Pettinelli et al. , 2009). LCPUFA inhibits the expression ofboth ChREBP (Dentin et 
al., 2005) and SREBP-1 c (Hannah et al., 200 1), two transcr iption factors known to 
activate lipoge ni c genes express ion in re ponse to sugar and insulin respectively. At 
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the opposite, LC PUF A acti vate PP AR a. pro moting 0-o xidati on (Nakamura et Nara, 
2004) . At the di fference of the previous publi shed reports, a study perform ed in 1100 
no n-obese e lderl y men showed that an in creased in t... 6 desaturase index is pos iti vely 
associated w ith th e plasmatic conce ntra ti o n of a lanine am inotra nsferase (ALT), a 
marker of li ver injury. Even if in thi s study, the authors did not directl y measured the 
presence of lipid in th e li ver, they obse rved a pos itive corre latio n between plasmati c 
fatty acid composition kn own to be associated with fat li ver, and t... 6 desaturase 
activity (Petersson et al., 20 1 0). T he authors expla ined th e differences between th eir 
observations and those made by the other gro ups by the fact that the ir study was 
perfo rmed in non-obese e lder ly men (BMI : 26.3 À} 3.4) compa red to the other 
studies perfonned w ith severe! y o bese subj ect (BMl a round 50) (Araya et al., 2010 ; 
Araya et al. , 2004 ; Kon·onen et al., 2009). Acco rdin g to the auth ors, th e decrease in 
t... 6 desaturase activity o bserved by th e other studi es may be a consequence of lo ng 
term o bes ity and hyperin sulinemia . T hey a lso argue that the low number of pati ents 
in the other studies (1 0 in average vs. Il 00 subjects in the present study) may a Iso 
influ ence the results observed by other groups. Fina ll y, the authors mentioned that 
the ir study was performed on Swedish patients wh il e most of the other studi es were 
perfo rm ed on patients fro m Ch il e (Araya et al., 2010 ; Araya et al. , 2004). According 
to them, the di fferences observed may be th e resul t of di fferent geneti c background 
and dietary ha bits . However, a study perfo rmed with F inn pati ents that have pro bably 
simil ar li fe style habi ts than pa ti ents from Sweden, al so showed a decrease in the 
ro6 :ro3 ratio (Kotr·onen et al., 2009). D espi te the di fferences o bserved in the latest 
descri bed study, a consensus seems to emerge at !east in obese pat ients, on an 
in crease in the w 6:w3 ratio associa ted with the development of NAFLD and th e 
meta bo l ic d isord ers. T his pro mpts the resea rchers to propose a di eta ry ro3 
supplementat ion to red uce the hepat ic TG co ntent a nd th e associated li ver injury 
(Ca panni et al., 2006 ; Spadaro et al. , 200 8). However, a recent! y publi shed tria l 
perfo rm ed on 103 obese patients treated with EPA a nd DH A fo r 15- 18 mo nth s 
showed a decrease in fa t liver co ntent but no effect o n li ver fibros is bio marker scores. 
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At the opposite, a study performed in ch ildren shows that DHA suppl ementation 
improved liver steatosis and insulin sensiti vity (Nobili et al., 20 13) wh il e lack of w3 
consumption increase lobular inflammati on (St-Ju les et al. , 20 13) . Taken together, in 
obese patients with NAFLD, LCPUFA are depleted and the w 6:w 3 ratio elevated. 
This results in hepat ic AA accu mulation, acti vation of DNL a nd inhibition of ~ ­
oxidation. Thi s increase in the w 6:w 3 ratio probably further aggravates the hepatic 
pathology increasing the inflammat ion and the fatty acid deposit. Th is could be 
ameli orates by w 3 su ppl ementation however the time and dose fo r the treatment may 
be adjusted. Difference in patients should also be taken in consideration. 
A.7 Role of the Stearoyl Co A Desaturase 1 in NAFLD 
Nu merous studi es have associated an elevated stearoy i-CoA desaturase l (SCD 1) 
act ivity with the pathophys iology of fatty liver di sease in both mice and humans. 
SC Dl , also known as tàtty acid desaturase or 6.9 -desaturase, is a microsomal enzyme 
invo lved in the bi osynthesis of monounsaturated fatty acids (MUFA), primari ly 
ol eate (C18: 1) and palmito leate (C 16:1). These MUFA are the major substrates for 
the synthesis of compl ex li pid s such as DAG, phospholipids, TG, wax esters, and 
cholestero l esters (Mauvoisin et Mounier, 20 Il ; Nakamura et Nara, 2004 ; Sam pa th 
et Ntambi , 2006). SCD l is now considered as one of the major enzymes in the 
control of lip id metabo li sm (F iowers et Ntambi , 2008) . Mice wi th natura ll y occurring 
SCD l nul! mutat ions a nd those with global deletion (SCD 1 -/-) di splay a hyper 
metabo li c phenotype that protects the animal n·om obesity, IR and hepatic steatos is 
under hi gh-carbohydrate di et or HFD (Flowers et Ntambi , 2008 ; Miyazak i, Dobrzyn, 
Man. etal., 2004 ; Miyazak i, Kim etNtambi, 200 1 ; Ntambi et al. , 2002). T he SCD l 
-1- mice also di splay reduced hepatic TG and cholestero l esters. Thi s is associated 
with upregul ation of the carnit i ne pa lm itoy ltra nsfe rase 1 (CPT 1 ), the rate 1 im iti ng 
enzy me of li pid ~-oxydat i on whil e the genes encodin g for the enzymes implicated in 
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lipid synthesis (FAS and g lycerol phosphate acy l-eoA transferase (G PAT)) are 
reduced (Ntambi et al., 2002). Li ver specifie seo 1 knockout mice (LKO mice) are 
a lso protected from carbohydrate but not from HFD-indu ced hepatic steatosis 
(Miyazaki et al. , 2007). Elevated hepatic seo l expression appears therefore 
associated with carbohyd rate- induced hepat ic steatosis whil e an extra-hepat ic 
express1on seems necessary to promote H FD-induced steatosis. However, mi ce 
intraperitonea lly injected with SeDl targeted antisense o li gonucleot ide (ASO) are 
protected tl·o m develop ment of NAFLD under HFD (B rown et al. , 2008) . The 
di screpa ncy between the two studi es ca n be exp lained by the fact that ASO- inj ected 
mice showed inhibition ofSeDJ expression both in liver and adipose ti ssue while in 
LKO mice se01 is o nl y inhibi ted in li ver (Fiowers et Ntambi , 2008). fn add iti on, 
LKO mice display red uced nuclear co ntent of e hREBP and SREB P-l c, two key 
transcription factors regulating the expression of lipogenic genes in response to 
glucose and insulin respectively. T he exact mechan ism by which seo1 affects the 
maturat ion or the translocation of these two transcriptional factors remains to be 
identifi ed. A possibl e exp lanat ion could be that decreased in o leate concentration in 
LKO mi ce is respo nsibl e for the inhibiti o n ofehREBP a nd SREB P-1 c expressions as 
o leate suppl ementat ion norma li zed th eir levels (M iyazak i et al., 2007). ln human 
studies, the ro le of SeO! in hepatic fat metabolism has been mai nl y eva luated by the 
measure of the both hepatic (Kotronen et al., 2009; Silbernagel et al. , 20 12) and 
plas ma tic (Lee, J. J. et al. , 20 15 ; Petersson et al. , 2010 ; Stefan et a!. , 2008) 18 : J n-
9118:0 ratio referred as the desaturase index. The hepatic desaturase index in total 
lipids fro m indi viduals with or without NAFLD was found to be positively correlated 
w ith the percentage of hepat ic fat (Kotronen et al. , 2009) . ln this latter study, the 
authors state that tà tty Ji ver is characterized by a n increase in hepat ic SeD I activity. 
ln contrast to th is data , another study showed that the desaturase index in VLDL-TG 
was negatively corre lated with the hepatic fat co ntent pa rticularly in obese patients 
whi le no apparent corre latio n was observed in lea n patients (Stefan et al., 2008). T he 
authors suggested that the li ver specifie down regulation of SeOI may impair VLDL 
' ~~ 
'• ,,
2 16 
assemb ly and subsequently may reduce the capacity for the li ver to c lea r intra-hepatic 
TG. The authors stated that the differences between their o bserva ti o ns and those 
made in mice cou ld be expla ined by the fact that se01 -/- mice present a lea n and 
not a n obese phenotype. ln add iti on, the desaturation index in VLOL-TG can reflect 
both hepatic and fat seo 1 desaturation indexes while most of the stud ies performed 
in mi ce hav e directly mea sured the hepatic SC0 1 index. At the opposite, Peters a nd 
collaborators sho wed that in 50 non-obese eaucasians, the seo 1 index COtTelates 
with the hepatic TG content whil e no correlation was observed w ith the PL fraction. 
lnterest ingly, in the sa me study, th e authors did not fi nd a ny correlati on with the 
hepatic SCOI mRNA leve! showin g the importance of measurin g specifie FA 
fractio n to eva luate Se O 1 activ ity (Peter et al. , 20 11 ). In anothe r study a lso 
performed in non-o bese hea lthy patients, the ba sa l seo 1 act ivity index does not 
appeared to con·elate with the hepatic fat content (Si lbernagel et al. , 2 012). The 
authors also showed that additi on of a sugar-enriched li pogenic di et increases the 
hepati c fa t content that is negative! y correlated with t he hepatic seo 1 activity 
(Silbernagel et al. , 20 12). T he authors suggest that SC01 may protect from the 
adverse effects of a lipogenic enriched sugar di et. Interestingly, the authors proposed 
the hypothes is that low hepatic seo 1 activity observed in sugar-enr iched lipoge ni c 
di et, can be the consequence of lo ng-chain sa turated fatty acids accumulat ion such as 
palmitate, leadin g to ER stress (Cao et al., 20 12). This in turn inhibits VLOL 
secreti on leading to hepat ic TG accumul ation and steatos is (eaviglia et al., 2011). 
Add in g to the co mpl ex ity, a recent stud y showed that in o bese patients, the 16: 1 n-
7/ 1 6:0 desaturation in dex CO!Telates with the hepatic fat content but not with the 18:1 
n-9/ 1 8:0 index (Lee, J . .1 . et al., 20 15) . Fi nall y, Li and coll abora tors inves tigated the 
role of hepat ic seo 1 in the preventi on of hepati c infla mmati o n, apoptosis and 
fibros is in a mode! of steatos is using bo th in vitro (murine and human hepa tocytes) 
and in vivo mode ls (Li, Z . Z. el al., 2009). Their findings suggest that up-regulation 
of hepat ic se01 is a crucia l adapt ive mechanism in the prevention of li ver da mage 
and hepatitis by decreasing the amount of SF A in hepatocytes . Taken together, al i 
,---------------------- ------------
-- -----------------------
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thi s evidences point for a central role ofSeDl in the pathogenesis ofNAFLD. seo1 
activity is indeed necessary for the generation ofhepatic TG, the main lipids stored in 
LD, generat ing the ini t ia l step of steatos is. However the association between the 
hepat ic level of seo 1 acti v ity and the TG content appears to depend on severa ! 
conditions su ch as the presence or not of obesity ( low or hi gh FA flu x), the s ite of 
SeDJ expression (l i ver vs. adipose tissue) , the type of fatty acids exam ined (e 16 vs. 
e l8) and finally the type of di et used in the studies. At the opposite, a consensus 
emerged that high seo 1 act ivity may protect liver fi·om lipotox icity by decreasin g 
lh e poo l of hepatic SFA and increasing ofthe poo l of M UFA. 
A.8 Conclusion 
NAFLD is character ized by the accumu lat ion of TG in hepatic LD. T he di sease can 
range from a s imple steatosis to a NASH characterized by the a ppariti on of hepa ti c 
injury, inflammati on, a nd eventua ll y fi brosis. To date ev idences point for a centra l 
ro le of hepat ic DNL in the establi shment ofNAFLD especia lly in the case of energy 
excess as observed in obesity . ln these conditions, a large part of hepatic TG comes 
from ONL. This is assoc iated with an e levated expression of the lipogeni c enzy mes 
and the associated t ranscripti on factor SREBP-1 c. However, when th e di sease 
progress, TNFa concentration ra 1ses leadi ng to increased inflam mation. 
eonseq uently, TNFa down-regulates SREBP-1 c expression lead ing to transcriptional 
inhibition of the lipogenic genes. FAS is a Iso responsib le for the synthesis of LeF A. 
These tà tty aci ds are the direct activators of PP ARa act ivat in g ~-oxidation whit e hig h 
SeD I activity decreases the poo l of LeFA such as palmita te, a fatty ac id inducing 
inflammat ion. T herefore, apparition of NASH assoc iated w ith elevated TNFa will 
inhi bi t FAS and seo 1 acti viti es aggravatin g th e d isease by decreas in g ~-ox idati o n 
and increasing palmitate concentration. Taken together, acti vation of ONL appears 
implicated in t he estab li shm ent of NAFLD whil e ONL inhibiti on w ill be more 
2 18 
assoc iated with the progress io n of the disease and the apparition of NASH. F ina lly , 
the roles of ~5 and ~6 desaturases appear more controvers ia l. However, a consensus 
seems to be establi shed that in obese patients, the m6:m3 ratio raises associated with 
an elevated concentrat ion of AA, a m6 FA im plicated in the development of 
infl ammatio n. Conseq uently, the NAFLD progresses in NASH and eventual ly 1n 
cirrhosis. 
ln conc lu sion, treatment of NAFLD cou ld be achieved by inhibition of DNL wh ile 
for NASH , a decrease in the m6:m3 ratio could be a better ta rget that can be achieved 
by m3 supplementation. 
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